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Les angiopoïétines sont des facteurs de croissance qui jouent un rôle majeur
dans le remodelage vasculaire au cours de l’angiogenèse. Les angiopoïétines
se lient au récepteur Tie2 exprimé à la surface des cellules endothéliales, et il
est classiquement admis que l’angiopoïétine-l agit comme agoniste alors que
l’angiopoïétine-2 aurait une activité antagoniste sur ce récepteur. Ainsi,
l’angiopoïétine-l, en activant Tie2, participerait à la stabilisation et à la
maturation des néovaisseaux en renforçant les interactions entre
l’endothélium et les cellules péri-endothéliales. L’angiopoïétine-2 aurait une
action inverse et induirait une déstabilisation vasculaire.
Il est bien établi que la réponse inflammatoire et la réponse angiogénique
participent mutuellement aux processus de l’une et de l’autre. Au cours de
cette étude, nous avons démontré, pour la première fois, un potentiel
inflammatoire chez les angiopoïétines. Nous avons établi que
l’angiopoïétine-l et l’angiopoïétine-2 sont toutes deux capable d’induire la
translocation endothéliale de la P-sélectine, une étape essentielle au
recrutement des neutrophiles. De façon surprenante, alors que la
combinaison des deux angiopoïétines n’amplifie pas la translocation de la P
sélectine, elle conduit à un effet additif sur l’adhésion des neutrophiles. Dans
le but de clarifier ce phénomène, nous avons démontré l’expression
inattendue du récepteur Tie2 à la surface des neutrophiles. Nos études
confirment que les angiopoïétines ont la capacité d’activer directement les
neutrophiles et d’induire une synthèse de PAF qui, lorsque suffisante, permet
l’activation des 132 intégrines à la surface des neutrophiles. À la lumière de
ces résultats, nous proposons un rôle des angiopoïétines dans l’induction des
processus inflammatoires, un phénomène connu pour faciliter le remodelage
vasculaire au cours de l’angiogenèse.
Iv
ABSTRACT
Angiopoietin-1 and -2 are endothelial growth factors, which bind to the
tyrosine kinase receptor Tie2 and contribute to orchestrate blood vessel
formation during angiogenesis. Angiopoietin-1 mediates vessel maturation
and integrity by the recruitment of pericytes. In contrast, angiopoietin-2 is
classically considered as a Tie2 antagonist, counteracting the stabilizing
action of anngiopoietin-1. Inflammation exists in a mutually-dependent
association with angiogenesis and we have therefore studied the capacity of
angiopoietins to modulate proinflammatory activities namely P-selectin
translocation and neutrophil adhesion onto endothelial celis. We observed
that both angiopoietin-1 and -2 increased these biological activities.
Furthermore, combination of both angiopoietins induced an additive effect on
neutrophil adhesion but not on P-selectin translocation. In an attempt to
clarify this phenomenon, we found that angiopoietins can directly activate
neutrophils through Tie2 signaling as weIl as modulate PAF synthesis and f32
integrins functional upregulation. Together, our data demonstrate that
angiopoietins could promote acute recruitment of Ieukocytes, which might
contribute to facilitate vascular remodeling and angiogenesis.
VAvant-propos
L’angiogenèse est essentielle à la croissance et la différenciation
embryonnaire. Chez l’adulte, elle est nécessaire à plusieurs processus
physiologiques (cicatrisation et cycle de reproduction chez la femme).
Cependant, il arrive que les processus de vascularisation soient délétères et
que l’angiogenèse soit impliquée dans différentes pathologies vasculaires
(croissance tumorale, polyarthrite rhumatoïde, rétinopathie du diabétique et
autres). Qu’elle soit physiologique ou pathologique, la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins se caractérise par des phénomènes précis: une réaction
inflammatoire, présence de monocytes/macrophages, neutrophiles, relâche
de protéases enzymatiques, dégradation de la matrice péri-vasculaire et
relâche de facteurs de croissance qui induisent la migration et la prolifération
de cellules endothéliales impliquées dans la néovascularisation.
Un avancement considérable a été réalisé au cours des 15 dernières années
sur la compréhension des mécanismes régulant les processus de
vascularisation, aussi bien en conditions physiologiques que pathologiques.
Les angiopoïétines sont maintenant considérées comme des facteurs de
croissance jouant un rôle prédominant dans l’angiogenèse.
Ce travail de recherche s’est donc centré sur l’étude du rôle potentiel des
angiopoïétines dans la réponse inflammatoire associée à l’angiogenèse. Une
meilleure compréhension du rôle des angiopoïétines dans l’induction de tels
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41.1 L’angïogenèse: présentation générale
1.1.1 Définition
Le phénomène d’angiogenèse fut décrit il y a plus d’un siècle, soit en 1886,
par von Kôlliker 1 L’angiogenèse se définit comme la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Elle a pour but
d’apporter aux tissus en développement l’oxygène et les nutriments
nécessaires au bon fonctionnement cellulaire. Les étapes de l’angiogenèse
classique, soit l’angiogenèse par bourgeonnement, ont été bien détaillées par
le Dr Folkman en 1985 2 Le processus d’initiation s’accompagne d’une
vasodilatation et d’une augmentation de la perméabilité endothéliale induites
par la formation de fenestrations et d’organelles vesiculo-vacuolaires. Les
liens inter-endothéliaux sont relâchés et les cellules endothéliales se libèrent
de leur support (détachement des péricytes ou des cellules musculaires
lisses et dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire).
Ainsi libérées, les cellules endothéliales en prolifération peuvent migrer vers
le site de néovascularisation et s’organiser en une structure tubulaire. Une
fois assemblées, les cellules endothéliales deviennent quiescentes et
peuvent survivre plusieurs années. Elles se différencient et se spécialisent
en fonction du type de leur tissu hôte. Finalement, le néo-vaisseau sera
maturé par remodelage (Figure 1).
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Figure I : Les étapes de l’angiogenèse bourgeonnante: la dégradation de la
membrane basale (1) permet la migration (2) et la prolifération des cellules
endothéliales (3) qui se différencient et s’organisent en une structure tubulaire (4)
(adaptée d’après 3),
1.7.2 Angiogenèse physiologique chez l’adulte
L’angiogenèse est une fonction physiologique nécessaire au développement
embryonnaire. Cependant, une fois le réseau vasculaire consolidé, il cesse
d’évoluer et les processus angiogéniques sont généralement éteints. Chez
l’adulte, I’endothélium qui borde la lumière des vaisseaux sanguins est
quiescent et l’on estime à 0.01% la proportion de cellules endothéliales de
l’organisme qui se divisent. Seules quelques conditions particulières
nécessiteront la réactivation des phénomènes permettant une
néovascularisation.
1.1.2.1 Exercice physique
Le muscle squelettique est l’un des tissus les plus malléables de l’organisme.
li est bien connu que lors d’un effort physique prolongé, l’augmentation de la
consommation d’oxygène au niveau musculaire provoque une hypoxie locale,
compensée par la formation de capillaires qui permettent ainsi de rétablit
l’oxygénation adéquate du muscle .
61.1.2.2 Cycle de reproduction chez la femme
Les organes du système reproductif féminin (ovaire, utérus) forment les seuls
tissus adultes présentant une croissance et une régression périodique. Ces
événements s’accompagnent de changements équivalents dans le flux
sanguin et ces tissus sont donc le siège d’une angiogenèse particulièrement
active.
Après l’ovulation et la rupture du follicule primordial, les cellules restantes
forment une glande endocrine transitoire, le corps jaune, source de
progestérone et d’estradiol. La croissance et la maturation du corps jaune
s’accompagnent d’une invasion vasculaire intense, depuis la thèque interne
vers la granulosa, permettant ainsi le développement rapide et le maintien de
la fonction lutéale pendant la durée de vie du corps jaune. Inversement, à la
fin du cycle menstruel, la lutéolyse ou dégénérescence du corps jaune,
s’accompagne de la régression de ce réseau vasculaire.
Parallèlement, la muqueuse utérine est également le siège d’une
angiogenèse importante durant les phases prolifératives (folliculaire) et
sécrétoires (lutéale) du cycle menstruel. Cette néovascularisation de
l’endomètre prépare l’implantation de l’embryon et permettra, après formation
du placenta, les échanges physiologiques entre le système maternel et le
système foetal. En absence de fécondation, la muqueuse s’amincit et les
vaisseaux régressent.
Tout au long de la gestation, le placenta présentera ensuite lui-même une
angiogenèse importante du foetus en développement.
71.1.2.3 Cicatrisation
Une angiogenèse soutenue est également observée à la suite d’une
blessure. Le bourgeonnement des anses capillaires à partir du réseau
vasculaire sain avoisinant participe activement à la réparation tissulaire. Il
permet l’apport de nutriments aux tissus en cours de cicatrisation et contribue
à la réparation structurale. Au stade du bourgeon charnu inflammatoire, la
formation de tissu conjonctif s’accompagne d’une hypervascularisation qui se
poursuit jusqu’à atteindre près de deux fois la densité capillaire normale. La
fin du processus de cicatrisation s’accompagne ensuite de la régression de la
majorité de ces néovaisseaux. La vascularisation résiduelle est alors
équivalente à celle d’un tissu normal.
1.2 Régulateurs de l’angiogenèse
L’ensemble des processus angiogéniques décrits précédemment est soumis
à un contrôle moléculaire rigoureux qui conduit, selon les conditions, à
l’induction, la stabilisation ou la régression de l’arbre vasculaire. Il est
classiquement établi que ces régulations sont le résultat d’une balance
dynamique entre agents angiogéniques et agents angiostatiques. C’est le
déséquilibre de cette balance, dans un sens ou dans l’autre, qui favorise
l’activation ou la répression de l’angiogenèse. Le vascular endothelial growth
factor (VEGF) est considéré comme un facteur de croissance essentiel et
prédominant dans la régulation de l’angiogenèse.
1.21 Le VEGF
Au cours des années 80, le VEGF (VEGF-A) fut identifié indépendamment
comme un facteur de perméabilité vasculaire et un facteur de croissance pour
les cellules endothéliales vasculaires 5,6W L’analyse du gène codant pour le
8VEGF-A permis de déterminer qu’il est composé de 8 exons séparés par 7
introns. L’épissage alternatif du gène donne lieu à 6 différents isoformes de
206, 189, 183, 165, 145 et 121 acides aminés La famille du VEGF-A
comporte aussi différentes protéines apparentées: le placental growth factor
(isoforme: PIGE-1 et PIGF-2), le VEGF-B, le VEGF-C, le VEGF-D et son
homologue viral le VEGF-E. Jusqu’à ce jour, le VEGF-A165 demeure le
membre de la famille le plus caractérisé.
1.2.1.1 Régulation de l’expression du VEGF-A165
Le VEG F-A165 est principalement régulé par le niveau d’oxygène ambiant. En
conditions hypoxiques, et sous l’influence du facteur de transcription Hypoxia
inducible factor 7 (HIFi), le niveau d’ARNm du VEGF-A165, sa synthèse
protéique et sa relâche sont augmentés afin de permettre l’induction des
processus angiogéniques et éventuellement pallier au manque d’oxygène 10
La régulation de l’expression du VEGF-A165 par le niveau d’oxygène peut
aussi se faire en collaboration avec certains facteurs de croissance
(epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor (TGF-a et TGF-f3),
fibroblast growth factor (FGF) et platelet-derived growth factor (PDGF)) et
certaines cytokines inflammatoires (interleukine (IL-IŒ, IL-1 f3, IL-6) exprimés
au niveau local 9,11
1.11.2 Activités biologiques du VEGF-A165
Le VEGF-A165 possède un large éventail de fonctions biologiques. Il est la
cytokine clé du processus qui influence directement ou indirectement
chacune des étapes de l’angiogenèse.
La relâche de VEGF-A165 induit une vasodilatation locale via la production de
monoxyde d’azote (NO), de prostacycline (PGI2) et du facteur d’activation
9plaquettaire (PAF), ce dernier augmentant aussi la perméabilité des cellules
endothéliales 12,13• La relaxation du lit vasculaire permet l’induction de
changements morphologiques nécessaires afin de rendre les cellules
endothéliales susceptibles aux effets prolifératifs et mitogéniques du VEGF
A165 11,14 Le VEGF-A165 induit aussi l’expression de protéases, comme la
collagénase et les activateurs du plasminogène (tPA et uPA), qui permettent
la dégradation de la matrice extracellulaire . La dégradation de la
membrane basale, nécessaire afin que les cellules endothéliales puissent
infiltrer de nouvelles régions du tissu hypoxique, se fait par l’action des
métalloprotéases (MMP) sécrétées au niveau local par les cellules
épithéliales, tes fibroblastes et certaines cellules du système immunitaire. Le
VEGF-A165 participe aussi à cette étape en induisant la relâche de MMP par
les cellules endothéliales 16 Une fois la membrane basale dégradée et sous
l’influence du VEGF-A165, les cellules endothéliales sont libres de proliférer,
de migrer et de s’organiser en une structure tubulaire 6,17,18
Comme le suggère sa capacité d’augmenter la perméabilité vasculaire, le
VEGF-A165 est aussi un facteur inflammatoire 19,20 Le VEGF-A165 induit la
translocation et l’expression endothéliales de plusieurs molécules
d’adhérence (P-sélectine, E-sélectine, intercellulaire adhesion molecule
(ICAM-1), vascular celI adhesion molecule (VCAM-1)) ce qui favorise
l’adhésion des cellules inflammatoires aux cellules endothéliales
(neutrophiles, monocytes) 21,22
1.2.1.3 Récepteurs du VEGF-A165
Le VEGF-A165 lie deux différents récepteurs à activité tyrosine kinase, le
VEGFR-1 et le VEGFR-2. Les deux récepteurs sont constitués de 7
domaines de type immunoglobuline, d’une seule région transmembranaire et
d’une région intracellulaire à activité kinase 23,24 Le VEGFR-3 fait aussi
partie de la famille des récepteurs du VEGF, cependant, il ne lie pas le
10
VEGF-A165 et est principalement exprimé dans le système lymphatique 25 En
plus d’interagir avec le VEGFR-1 et le VEGFR-2, le VEGF-A165 peut, dans
certaines circonstances, recruter la présence d’une protéine membtanaire de
140 kDa, la neuropiline-1 (NRP-1), afin de moduler son activité 26
Le VEGFR-1 fut le premier récepteur identifié du VEGF-A165. Il est exprimé
au niveau des cellules endothéliales et des monocytes. Le site de liaison du
VEGF-A165 se situe principalement dans le 2eme domaine immunoglobuline
du récepteur 27 Tout comme le VEGF-A165, son expression est régulée par
le facteur de transcription HIE-1 et donc augmentée en conditions hypoxiques
28 Le VEGFR-1, en plus d’interagir avec le VEGF-A165, peut lier de façon
spécifique le PIGF et le VEGF-B, ces derniers ne pouvant lier le VEGFR-2
29,30 Le VEGFR-1 démontre une très faible autophosphorylation suite à une
stimulation au VEGF-A165 et sa fonction précise dans la réponse de ce
dernier demeure un sujet de débat 31,32 Il fut d’abord proposé que la fonction
du VEGFR-1 soit d’agir en tant que récepteur de clairance, capable de
réguler négativement les effets mitogéniques du VEGE-A165 en prévenant la
liaison de ce dernier au VEGFR-2 29 Cette suggestion fut supportée par des
études d’inactivation génique du domaine kinase du VEGER-1 chez
l’embryon de souris. Les souris exprimant cette forme mutante du récepteur
VEGFR-1, capable de lier le VEG F-A165, se développent normalement et ne
possèdent aucune défaillance du réseau vasculaire Toutefois, dans
certaines circonstances, l’activité kinase du VEGFR-1 est essentielle afin
d’induire les effet du VEGF-A165. La signalisation du VEGFR-1 est
nécessaire à la migration des monocytes et à la relâche endothéliale
d’activateurs du plasminogène (tPA et uPA) et de la MMP9 en réponse au
VEGF-A165 À la lumière de ces études, il peut être proposé que le
VEGFR-1 soit un médiateur indirect des effets angiogéniques du VEGF-A165.
Même si l’affinité du VEGF-A165 est nettement supérieure pour le VEGFR-1
que pour le VEGFR-2 (environ 10 fois supérieure), ce dernier est le médiateur
11
principal des activités biologiques du VEGF-A165. La liaison du VEGF-A165 au
VEGFR-2 active plusieurs voies intracellulaires. La voie des p42144 mitogen
activated protein kinases (MAPK) est directement liée à la phosphorylation de
facteurs de transcription nucléaires impliqués dans la prolifération cellulaire
36,37 Les propriétés chimiotactiques du VEGF-A165 envers l’endothélium sont
dépendantes de la voie p38 MAPK, une enzyme intracellulaire impliquée au
niveau du réarrangement du cytosquelette Finalement, l’activation du
VEGFR-2 par le VEGF-A165 recrute aussi la voie de la phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K) responsable de l’activité de la protéine Akt 38• L’activation de
cette dernière est garante des effets anti-apoptotiques du VEGF-A165. Elle
permet aussi de recruter la synthase du NO (eNOS), responsable de la
synthèse de NO induite par le VEGF-A165
La NRP-1 fut d’abord identifiée et reconnue pour sa participation dans le
développement neuronal. Elle lie les sémaphorines, des molécules
possédant une activité chimiorépulsive envers les axones. La NRP-1 est
aussi fortement exprimée dans les cellules endothéliales et dans les cellules
mésenchymateuses du système vasculaire 41 En tant que corécepteur, elle
joue un rôle important dans la modulation des effets induits par le VEGF-A165.
La liaison du VEGF-A165 au VEGFR-2 et à la NRP-1 permet d’augmenter la
phosphorylation et l’activation du VEGFR-2 comparativement à une
stimulation en absence de NRP-1 26 Récemment, notre laboratoire a
démontré que la NRP-1 augmente la migration des cellules endothéliales,
leur prolifération ainsi que la synthèse de PAF induites par le VEGF-A165 42
Nous avons aussi décelé un effet amplificateur sur la translocation de la P
sélectine et l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales induites
par le VEGF-A16521. La NRP-1 permet donc d’amplifier les effets biologiques









Figure 2: Représentation schématique de la famille du VEGF et de ses
récepteurs: le VEGF-A165 est le seul membre de la famille à pouvoir interagir avec
les trois types de récepteurs soit le VEGFR-1, le VEGFR-2 et la NRP-1. Le VEGF-B














Figure 3: Représentation schématique des principales voies de signalisation
du VEGF-A165: Une stimulation du VEGFR-2 par le VEGF-A165 induit l’activation des
p42144 MAPK qui médient son effet mitogénique. La voie P13 kinaselAkt favorise la
survie cellulaire tandis que la voie p38 MAPK participe au potentiel chimiotactique du
VEGF-A165.
1.2.2 Les angiopoietïnes
Les quinze dernières années de recherche dans le domaine de l’angiogenèse
ont été riches en découvertes. Plusieurs molécules ont été identifiées (ex:
adrénomédulline, erythropoïétine et le facteur de coagulation V) comme
participant activement à la régulation de ces processus Elles viennent
complémenter l’action angiogénique du VEGF-A165 en induisant ou inhibant
l’activation des cellules endothéliales, leur prolifération, leur migration, ou leur
organisation en structure tubulaire. D’autres sont impliquées dans la
maturation des néovaisseaux (via le recrutement de cellules murales), dans










famille de facteurs de croissance vasculaire, la famille des angiopoïétines,
ainsi que leur récepteur, le récepteur Tie2, a fait l’objet de nombreuses
études.
Le récepteur des angiopoïétines fait partie de la famille yrosine kinase with
immunoglobulin and pidermaI growth factor homology domains (Tie). Les
récepteurs de cette famille sont des récepteurs endothéliaux à activité
tyrosine kinase possédant un grand degré d’homologie. C’est au début des
années 1990 que leur présence fut remarquée, d’abord au niveau des
cellules endothéliales pour le récepteur Tiel 46,47 et ensuite au niveau du
tissu cardiaque pour le récepteur Tie2 48• La région extracellulaire de ces
récepteurs comprend deux boucles immunoglobulines entrecoupées de trois
domaines epidermal growth factor-like (EGF) et trois séquences fibronectines
de type III. La région cytoplasmique de ces récepteurs comprend le domaine
kinase et le domaine inter-kinase permettant aux récepteurs de s’activer et








Figure 4: Les récepteurs endothéliaux Tïel et Tie2: La région extracellulaire
comprend deux boucles immunoglobulines entrecoupées de trois domaines EGF et
trois séquences fibronectines de type III. La région intracellulaire comprend deux
domaines kinases interrompus par un insert kinase (adaptée d’après 49)•
Jusqu’à ce jour, le récepteur Tiel demeure un récepteur orphelin alors que
toute une famille de facteurs de croissance, la famille des angiopoïétines,
pouvant lier le récepteur Tie2 a été découverte. La famille des
angiopoïétines comprend 4 membres, nommés angiopoïétine-1 à 4
(l’angiopoïétine-3 chez la souris étant l’homologue de l’angiopoïétine-4 chez
l’humain), dont les deux premiers ont été particulièrement caractérisés. Les
angiopofétines possèdent un domaine de type fibrinogène qui permet la
liaison au récepteur Tie2, un domaine colled-coll nécessaire à la dimérisation
des monomères d’angiopoïétines et un domaine N-terminal qui favorise la
formation d’oligomères et de structures tridimensionnelles complexes qui,
dans le cas de l’angiopoïétine-l, sont essentielles à l’activation du récepteur














Figure 5: La famille des angiopoïétines: Les angiopoïétines sont similaires du
point de vue structural, elle sont composées d’un domaine colled-coll et d’un
domaine fibrinogène (adaptée d’après 49)•
La caractéristique la plus frappante des angiopoÏétines est l’effet opposé
qu’elles exercent sur leur récepteur. Bien qu’elles lient le récepteur Tie2 avec
la même spécificité et affinité il fut d’abord classiquement admis que
l’angiopoïétine-l et l’angiopoïétine-4 élicitent une activation du récepteur Tie2
alors que l’angiopoïétine-2 et l’angiopoi’étine-3 agissent comme des
antagonistes de ce dernier 52,54• Cependant, des études récentes ont
démontré qu’en fonction des conditions utilisées (concentration, stimulation
autocrine ou paracrine, durée de l’exposition et type de cellules
endothéliales), l’angiopoïétine-2 peut induire la phosphorylation du récepteur
Tie2 566O Des activités agonistes de l’angiopoïétine-3, pour le récepteur Tie2
présent au niveau de cellules endothéliales de souris, ont aussi été
récemment décelées À nouveau, il semble que le type de cellules
endothéliales utilisées soit déterminant car l’angiopoïétine-3 n’élicite peu ou
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pas d’effet sur le récepteur Tie2 présent au niveau des cellules endothéliales
d’origine humaine. Dans chacun des cas, le domaine fibrinogène semble
être le seul responsable de l’activité agoniste ou antagoniste des
angiopoïétines sur le récepteur Tie2 .
1.2.2.1 Rôle général des angiopoïétines et des récepteurs Tie dans
l’angiogenèse
Les premières évidences du rôle des angiopoïétines et des récepteurs Tiel
et Tie2 dans les phénomènes d’angiogenèse, aussi bien embryonnaire
qu’adulte, viennent en grande partie d’études d’inactivation ou de
surexpression génique chez la souris.
L’inactivation du gène Tie2 entraîne une létalité embryonnaire au 10eme jour
tEl 0.5). L’analyse du système vasculaire de ces embryons au jour E9.5
démontre que le phénotype létal résulte d’une malformation cardiaque et d’un
réseau vasculaire défaillant qu’il est possible de détecter dans l’ensemble des
tissus de l’embryon 61,62 Le bourgeonnement et le remodelage du plexus
capillaire primitif des embryons Tie2 -I- sont défaillants, ce qui entraîne un
développement incomplet du coeur (endocarde) et de la tête. Le réseau
vasculaire de ces embryons est simplifié, la survie des cellules endothéliales
diminuée et le recrutement des cellules péri-endothéliales minimisé. Suite à
l’analyse de phénotype, il peut être suggéré que le récepteur Tie2 et la
signalisation intracellulaire qu’il élicite sont absolument essentiels au
fonctionnement normal des cellules endothéliales et au développement
adéquat du réseau vasculaire du coeur. Il est tentant de comparer le
phénotype des embryons Tie2 -I- à ceux des embryons VEGFR-2 -I-.
L’inactivation du gène VEGFR-2 entraîne une létalité embryonnaire plus tôt
que celle du gène Tie2 (entre le jour E8.5 et E9.5), peu de temps après la
nécessité absolue du fonctionnement initial du système cardiovasculaire. Les
embryons VEGFR-2 -I- sont caractérisés par une absence complète de
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formation d’îlots sanguins et de plexus capillaires primitifs, illustrant le rôle
crucial de la signalisation du VEGFR-2 au stade précoce du développement
vasculaire 63
Chez l’adulte, le récepteur Tie2 est exprimé dans l’endothélium quiescent de
l’ensemble des tissus. Plusieurs histoires familiales de malformations
veineuses sont conséquentes d’une mutation du domaine kinase du
récepteur Tie2 64,65 Cette mutation active de façon constitutive le récepteur
Tie2 et empêche une régulation normale de sa signalisation. Le système
veineux des personnes souffrant de cette malformation se caractérise par
une paroi amincie des vaisseaux, une dilatation anormale et, dans certaines
régions, une diminution du recrutement de cellules péri-endothéliales.
Tout comme le récepteur Tie2, le récepteur Tiel semble essentiel au
développement du réseau vasculaire de l’embryon de souris. La perte du
gène Tiel entraîne une létalité embryonnaire entre le jour E13.5 et 18.5
(selon la souche de souris utilisée) 66 Les défauts du développement
vasculaire semblent apparaître après le jour E13.O. Les embryons Tiel -I-
souffrent d’oedème et présentent plusieurs régions hémorragiques causées
par une rupture des microvaisseaux. Cependant, il est intéressant de noter
que les vaisseaux majeurs de l’embryon se développent normalement.
La perte du gène de l’angiopoïétine-l conduit à une létalité embryonnaire au
12me jour (E12.5) associée à un réseau vasculaire immature. Le phénotype
est très proche de celui observé chez les souris Tie-2 i 67 Le coeur des
embryons angiopoïétine-1 -I- est caractérisé par une faible association de
l’endocarde avec la matrice sous-jacente. Ces embryons ont un système
vasculaire sous-développé, un arbre vasculaire peu complexe et une
désorganisation des vaisseaux. Les cellules endothéliales des embryons
angiopoïétine-1 -I- sont faiblement associées avec la membrane basale et les
cellules péri-endothéliales. L’étude de ce phénotype a permis de présenter
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l’angiopoïétine-l comme un facteur impliqué dans la maturation du système
vasculaire, favorisant l’interaction entre les cellules endothéliales et les
cellules péri-vasculaires. Encore ici, il est intéressant de comparer le
phénotype des embryons angiopoïétine-1 -i- à ceux déficients pour le VEGF
A165. La délétion complète du VEGF-A165 est impossible à produire par les
méthodes conventionnelles. Toutefois, il peut être supposé que la perte de
ce gène entraînerait un phénotype semblable à celui perçu chez les
embryons VEGFR-2 -I-. La perte d’un seul allèle du VEGF-A165 est létale au
jour El 1 .5 68,69 Ces embryons présentent une défaillance sévère dans le
développement d’îlots sanguins et par conséquent du système vasculaire.
Des expériences de transgenèse où l’angiopoïétine-l, sous contrôle du
promoteur de la kératine humaine (K14) a été surexprimée chez la souris, ont
aussi été effectuées afin de mieux comprendre le rôle de cette angiopoïétine
dans l’angiogenèse Les animaux K14-angiopoïétine-1 (K14-Angl)
présentent une hypervascularisation cutanée très importante perceptible par
une rougeur anormale de la peau. Les vaisseaux du derme sont de plus gros
calibre que la normale, faiblement associés aux cellules péri-endothéliales et
légèrement plus nombreux. Ces vaisseaux présentent aussi un nombre plus
élevé de cellules endothéliales que la normale révélant un rôle potentiel de
l’angiopoïétine-l dans la survie des cellules endothéliales. Suite à l’analyse
du phénotype des souris Ki 4-Angi, il peut être suggéré que l’angiopoïétine-l
joue un rôle important dans le remodelage vasculaire.
Le phénotype des souris K14-VEGF-A164 (le VEGF-A164 chez la souris est
l’homologue du VEGF-A165 chez l’humain) s’approche de celui des souris
K14-Angl. Tout comme ces dernières, les souris K14-VEGF-A164 semblent
normales en apparence et présentent certaines rougeurs au niveau de la
peau, des oreilles et du museau. Cependant, l’analyse de ce phénotype
révèle un épaississement du derme caractérisé par une densité accrue de
capillaires. Le derme contient aussi plusieurs infiltrations leucocytaires 71
20
Ce phénotype souligne donc le rôle prédominant du VEGF-A1641165 dans
l’initiation de la croissance vasculaire.
Les souris doubles transgéniques pour l’angiopoïétine-l et le VEGF-A164 ont
à leur tour permis de mieux comparer les effets de chacun de ces facteurs et
de mieux comprendre le rôle de l’angiopoïétine-l dans l’angiogenèse. Les
souris K14-Angl/VEGF-A164 présentent une hypervascularisation marquée
de la peau. La rougeur est plus importante que celle retrouvée chez les
souris K14-Angl ou K14-VEGF-A164. Les vaisseaux du derme sont plus
nombreux et semblent posséder les caractéristiques des deux phénotypes.
Certains sont de plus gros calibre alors que d’autres semblent de calibre
normal. L’épiderme des souris K14-Angl/VEGF-A164 est d’épaisseur normal
et le derme ne contient pas d’infiltration leucocytaire 71 Face à l’analyse de
ce phénotype, il peut donc être suggéré que l’angiopoïétine-l inhibe certaines
actions inflammatoires du VEGF-A165 et que l’angiopoïétine-l et le VEGF-A165
agissent sur des voies différentes dans le développement vasculaire. Le
VEGF-A165 induit le bourgeonnement des nouveaux vaisseaux alors que
l’angiopoïétine-l procède au remodelage de ces derniers 71
L’inactivation du gène de l’angiopoïétine-2 chez la souris entraîne un
phénotype complexe. Les nourrissons naissent en apparence normale mais
dès qu’ils tentent de s’alimenter, ils développent des ascites chyleuses et
souffrent d’oedème. Plusieurs ne survivent pas jusqu’au 1 4iême jour post-natal
(P14). Ces souris présentent un remodelage vasculaire de la rétine inadapté
et un système lymphatique défaillant caractérisé par une mauvaise
organisation générale des vaisseaux et une lacune au niveau de l’association
des cellules endothéliales lymphatiques aux cellules musculaires lisses 56
Ces résultats illustrent l’implication de l’angiopoïétine-2 dans la phase de
remodelage des vaisseaux sanguins et lymphatiques.
2Il est intéressant de noter que le phénotype des souris transgéniques pour
l’angiopoïétine-2 est comparable à celui des souris angiopoïétine-1-I-. En
effet, la surexpression de l’angiopoïétine-2 conduit à une létalité
embryonnaire entre le 9ième et 10ième jour (E9.5 et E1O.5) conséquente d’un
réseau vasculaire discontinu, d’une absence de branchement capillaire dans
la tête et d’un endocarde décollé du myocarde. Ce phénotype est donc à
l’origine du rôle antagoniste de l’angiopoïétine-2 dans le système
angiopoïétine-1/Tie2 ‘.
Jusqu’à ce jour, aucune étude d’inactivation ou de surexpression génique de
l’angiopoïétine-3 et -4 chez la souris n’a été effectuée ce qui limite
grandement nos connaissances sur leurs implications possibles dans
l’angiogenèse. Néanmoins, la combinaison des informations obtenues par
les études effectuées sur l’angiopoïétine-l et -2 nous permet de dresser un
portrait global du rôle de ces angiopoïétines dans les processus
angiogéniques. Chez l’adulte, l’angiopoïétine-J est exprimée dans un large
éventail de tissus. Elle agit comme un facteur de maturation et de
stabilisation du réseau vasculaire en favorisant le recrutement des cellules
péri-endothéliales. L’angiopoïétine-2 est exprimée aux sites actifs de
remodelage vasculaire, comme les organes du système reproductif féminin,
aussi bien pendant les phases prolifératives que de régressions des
vaisseaux. Elle est spécifiquement détectée au site de bourgeonnement, sa
présence diminuant avec la maturation du vaisseau. Dans ce contexte,
l’angiopoïétine-2 peut être vue comme un facteur de plasticité vasculaire
permettant de déstabiliser l’endothélium quiescent. La surexpression de
l’angiopoïétine-2 aux sites de remodelage vasculaire chez l’adulte vient
contrebalancer l’effet stabilisateur de l’angiopoïétine-l et permettre l’induction
des processus angiogéniques, en présence d’autres facteurs de croissance
comme le VEGF, ou la régression vasculaire en leur absence.
L’angiopoïétine-l serait donc un facteur favorisant la stabilité tandis que
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l’angiopoïétine-2 serait impliquée dans la plasticité du réseau vasculaire
(Figure 6).
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Figure 6: Rôle des angiopoietines dans I’angiogenèse: Les fonctions
angiogéniques des angiopoïétines se font en collaboration avec d’autres facteurs de
croissance. L’angiopoïétine-l participe à la maturation et à la stabilisation des
néovaisseaux tandis que l’angiopoïétine-2 contribue à leur déstabilisation. En
présence de VEGF, I’angiopoïétine-2 permet l’induction des processus
angiogéniques. En son absence, elle induit une régression des vaisseaux (adaptée
de
72)
1.2.2.2 Régulation de l’expression des angiopoïétines
Les mécanismes de régulation génique des angiopoïétines sont peu
caractérisés. Les informations disponibles sur l’augmentation ou la
diminution de l’expression des angiopoïétines nous viennent surtout
d’observation in vitro suivant certains traitements spécifiques.
Chez l’adulte, I’angiopoïétine-l est exprimée dans de nombreux tissus
(système nerveux central, intestins, muscles striés, organes génitaux et, en
faible quantité, dans le coeur et le foie). L’ARNm de cette protéine est
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principalement détecté au niveau des cellules péri-endothéliales (péricytes et
cellules musculaires lisses) Tout comme le VEGF, son expression semble
être modulée par le niveau d’oxygène. En effet, une étude récente démontre
qu’en conditions hypoxiques, son niveau d’expression est augmenté dans les
cellules péri-endothéliales et demeure inchangé dans les cellules
endothéliales La présence d’hypoxia-responsive element au niveau du
promoteur de l’angiopoïétine-l reste toutefois à déterminer. L’augmentation
de l’expression de l’angiopoïétine-l en conditions hypoxiques semble pouvoir
se faire en collaboration avec certains facteurs de croissance et cytokines
inflammatoires exprimés au niveau local. Cependant, les données
disponibles à cet égard sont peu nombreuses et parfois conflictuelles. Le
VEGF-A165 permet d’augmenter de 2 fois l’expression de l’ARNm de
l’angiopoïétine-l au niveau des péricytes alors que le TNF-a, selon l’étude
et le type cellulaire, peut soit augmenter ou diminuer son niveau d’expression
75,76
Chez l’adulte, l’angiopoïétine-2 n’est que très peu exprimée dans la plupart
des tissus. Son expression est augmentée dans les sites actifs de
remodelage vasculaire comme les organes du système reproductif féminin
(ovaires, utérus et placenta). Contrairement à l’angiopoïétine-l, l’ARNm de
l’angiopoïétine-2 est principalement détecté au niveau des cellules
endothéliales Il est modulé à la hausse en conditions hypoxiques aussi
bien dans les cellules endothéliales de microvaisseaux que de
macrovaisseaux 7880rn Il existe un peu plus d’informations sur la modulation
de l’expression de l’angiopoïétine-2 par certains facteurs de croissance et
certaines cytokines inflammatoires que celles disponibles pour
l’angiopoïétine-l. Le VEGF-A165, le bFGF et le TNF-a augmentent
l’expression de l’angiopoïétine-2 dans les cellules endothéliales de
microvaisseaux 76,78,79 La leptine (une cytokine sécrétée dans les tissus
adipeux) et l’angiotensine Il (connue pour être impliquée dans le remodelage
des vaisseaux cardiaques suite à un infarctus du myocarde) en font
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respectivement de môme dans les adipocytes et les cellules endothéliales du
tissu cardiaque 8183 Cependant, aucune étude exhaustive des mécanismes
impliqués dans ces processus n’a été effectuée ce qui laisse place à tout un
volet de recherche.
Contrairement aux angiopoïétines-1 et -2, la localisation in situ des
angiopoïétine-3 et -4 n’a pas encore été déterminée. De plus, il n’existe que
quelques études qui traitent de la modulation de leur expression.
L’expression de l’angiopoïétine-4 est augmentée en conditions hypoxiques et
suite à un traitement au VEGF-A165 ou au hepatocyte growth factor (HGF)
dans les cellules de glioblastomes et les cellules endothéliales 84-86 De
même pour l’angiopoïétine-3, il a été démontré qu’en conditions hypoxiques
son expression est augmentée au niveau des poumons, du foie, du cerveau
et du coeur de rat 87 La caractérisation des promoteurs des gènes codant
pour les angiopoïétines devrait permettre de mieux définir leur mode de
régulation.
1.2.2.3 Activités signalitiques et biologiques des angiopoïétines
L’endothélium fut longtemps considéré comme une barrière inerte. Or, il est
maintenant bien établi qu’il exerce plusieurs fonctions homéostasiques
vitales. L’endothélium contribue au tonus vasomoteur, Il agit également
comme barrière sélective en contrôlant la perméabilité et le transport des
solutés et des macromolécules, ceci afin de pallier au métabolisme de
plusieurs facteurs circulants dans le sang ou générés au niveau local.
L’endothélium participe au contrôle de la prolifération des cellules
musculaires lisses et est responsable du maintien d’une surface non
thrombogénique. II permet aussi le recrutement de leucocytes aux sites
inflammatoires. Plusieurs des fonctions attribuées aux angiopoïétines
peuvent contribuer à l’homéostasie de l’endothélium. Certaines ont été bien
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définies au niveau moléculaire alors que d’autres n’en sont encore à ce jour
qu’au stade d’observation.
L’angiopoïétine-l agit comme un facteur de survie cellulaire 88,89 Son action
est principalement médiée par la voie de survie P13 kinase/Akt 73,90•
Cependant de récentes études démontrent que l’activation de la voie des
p42/44 MAPK par l’angiopoïétine-l contribue aussi à cette fonction en
régulant l’apoptose des cellules endothéliales. Cette voie est directement liée
à la phosphorylation de facteurs de transcription nucléaires qui favorisent
l’action inhibitrice de l’angiopoïétine-l sur différentes caspases (caspase-3, -7
et ..9) En contribuant à la survie cellulaire, l’angiopoïétine-J promouvoit la
quiescence vasculaire et le faible degré de division des cellules
endothéliales.
L’angiopoïétine-l patronne l’intégrité globale des vaisseaux sanguins. Elle
favorise le recrutement des cellules péri-endothéliales, une action
dépendante de la voie p38 MAPK 92• L’angiopoïétine-l est aussi impliquée
dans le maintien de la barrière endothéliale des vaisseaux en favorisant la
localisation de la platelet endothelial celi adhesion molecule (PECAM-1) aux
jonctions inter-endothéliales 67,93,94 Concomitant avec ce rôle, les études de
transgenèse décrites ci-dessus ont démontré que l’angiopoïétine-l est un
facteur de résistance à la perméabilité vasculaire. En effet, bien que les deux
modèles de souris (K14-Angl et K14-VEGF-A164) présentent une
hypervascularisation marquée de la peau, seules les souris K14-Angl sont
résistantes à une augmentation de la perméabilité induite par le VEGF-A165
ou différents agents inflammatoires
L’angiopoïétine-l peut aussi supporter l’adhésion des cellules endothéliales
Elle interagit directement avec les intégrines Œv situées à la surface des
cellules endothéliales pour permettre leur adhésion et éventuellement, en
conditions angiogéniques, leur migration sous l’influence des ses effets
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chémotactiques 96 Comme le suggérait son action sur la perméabilité
vasculaire, l’angiopoïétine-l réduit aussi l’augmentation de l’expression de
certaines molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine) induite par le
VEGF-A165 et supprime, à long terme, l’effet inflammatoire du VEGF-A165 sur
l’adhésion des neutrophiles L’angiopoïétine-l, tout comme le VEG F-A165
est contenue dans les plaquettes. Elle est relâchée suite à une stimulation
des plaquettes à la thrombine Sa sécrétion pourrait donc contribuer à la
régulation de la coagulation en participant à l’agrégation des plaquettes.
L’angiopoïétine-2 est aussi un facteur de survie cellulaire. Tout comme
l’angiopoïétine-l, elle active la voie de survie de la protéine Akt . Cette
action est certainement bénéfique pour les cellules endothéliales en
bourgonnement aux sites de remodelage vasculaire. L’angiopoïétine-2
supporte aussi directement l’adhésion des cellules endothéliales via, entre
autre, les intégrine x présentes à leur surface et, par son action sur le
récepteur Tie2, permet d’induire leur migration et leur formation en structures
tubulaires 58 Comme le révèle l’analyse du phénotype des souris
angiopoïétine-2 -I-, l’angiopoïétine-2 joue un rôle important au niveau du
système lymphatique. Contre toute attente, il a été démontré que dans ce
système, l’angiopoïétine-2 occupe le rôle de l’angiopoïétine-l et recrute la
présence de péricytes 56
L’angiopoïétine-2 a récemment été identifiée comme une des molécules
contenues dans les corps de Weibel-Palade, de petites organelles cytosoliques
présentes au niveau des cellules endothéliales et contenant diverses
molécules telles que la P-sélectine, une molécule d’adhésion, le facteur de Von
Willebrand, impliqué dans la cascade de coagulation sanguine, l’interleukine-8,
une molécule proinflammatoire et I’endothéline, un facteur vasoconstricteur 100
103 L’angiopoïétine-2 est présente dans une classe d’organelles différentes de
celle contenant la P-sélectine ce qui suggère qu’une redistribution sélective
des corps de Weibel-Palade vers la membrane cytoplasmique suite à un
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stimulus inflammatoire (histamine, thrombine) permet une réponse ciblée de
I’endothélium 104 lI fut également démontré que I’angiopoiétïne-2 co-localise
avec le facteur de Von Willebrand et que la mobilisation d’une de ces deux
molécules, à la surface des cellules endothéliales, entraine parallèlement la
mobilisation de l’autre. Ceci permet donc de croire que ces deux molécules
sont fonctionnellement reliées et que la mobilisation de l’angiopoietine-2, au
cours d’une réponse impliquant le facteur de Von Willebrand, occupe une
place fonctionnelle dans le maintien de l’homéostasie générale de
l’endothélium, une voie de recherche encore à découvrir 104
Les activités signalitiques et biologiques des angiopoïétines-3 et -4, et par
conséquent leur rôle possible dans l’homéostasie de l’endothélium, n’ont été
que très peu étudiées. Par contre, une étude récente démontre que ces deux
angiopoïétines agissent comme facteurs de survie cellulaire. L’angiopoïétine-3
étant capable d’activer la voie Akt dans des cellules endothéliales d’origine de
souris alors que l’angiopoïétine-4 en fait de même dans des cellules
endothéliales d’origine humaine Cette étude démontre aussi que ces deux
angiopoïétines sont capable d’induire une angiogenèse marquée dans un




Figure 7: Représentation schématique des voies de signalisation connues des
angiopoïétines: Une stimulation du récepteur Tie2 par chacune des angiopoïétines
induit l’activation de la voie P13 kinase/Akt qui favorise la survie cellulaire et la
réponse angiogénique. L’angiopoïétine-l active également la voie des p42/44
MAPK, aussi impliquée dans la promotion de la survie cellulaire, et la voie de la p38
MAPK qui favorise le recrutement des cellules péri-endothéliales.
Par souci de simplicité et d’originalité, un résumé des fonctions biologiques
des angiopoïétines vous est présenté sous la forme d’un tableau dans lequel
sont décrites leurs activités dans le maintien de l’homéostasie de





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.2.2.4 Implication des angiopoiétines dans I’angiogenèse
pathologique
L’angiogenèse exerce un rôle particulié dans l’évolution de certaines
pathologies. Les processus de vascularisation peuvent échapper au contrôle
physiologique normal et induire l’apparition ou le développement de la
pathologie. Face à cette réalité, plusieurs ont tenté d’identifier l’implication
éventuelle des angiopoïétines-1 et -2 dans certains des processus de
vascularisation pathologique, les angiopoïétines-3 et -4 n’ont cependant fait
l’objet d’aucune investigation.
Rétinopathie
La rétinopathie est une complication majeure chez l’adulte diabétique. Dans
sa forme la plus sévère, on observe une éclosion de nouveaux vaisseaux. La
perte de la vision provient de celle prolifération vasculaire, responsable
d’hémorragies entre la rétine et l’humeur vitrée. La rétraction secondaire du
tissu fibreux péri-vasculaire provoque une traction sur la rétine conduisant à
son décollement et à la cécité partielle ou totale. Il semble que même si
l’angiopoïétine-l est capable de moduler les processus de
néovascularisation, elle exerce un rôle protecteur dans celle pathologie. Lors
du développement de la rétinopathie, une augmentation marquée du
recrutement leucocytaire à l’endothélium vasculaire de la rétine se produit
suite à une augmentation de l’expression de l’ICAM-l. Or, il a été démontré
qu’une injection locale d’angiopoïétine-l permet de réduire l’adhésion
leucocytaire et l’augmentation de la perméabilité vasculaire qui s’en suit
105,108 À l’opposé du rôle protecteur de l’angiopoïétine-l, l’augmentation de
l’expression de l’angiopoïétine-2 semble plutôt dévastateur puisqu’elle
favorise les processus de néovascularisation. L’angiopoïétine-2 est
responsable de la dissociation des cellules endothéliales des péricytes au
niveau des capillaires de la rétine 109 elle induit une augmentation de
l’expression de la MMP9 qui participe à la dégradation de la membrane
n
j
basale 110, elle favorise directement l’organisation des cellules endothéliales
en une structure tubulaire et augmente la sensibilité de ces dernières au
VEGF-A16512
Polyarthrite rhumatoïde
La polyarthrite rhumatoïde est une maladie chronique auto-immune qui
touche les articulations mobiles. Cette maladie inflammatoire est
caractérisée par une invasion leucocytaire dans la cavité articulaire via
l’endothélium vasculaire. L’inflammation induit une néoangiogenèse dans le
tissu synovial, favorisant ainsi l’extravasation de leucocytes inflammatoires et
donc la progression de la maladie. Cette néovascularisation intensive
participe ainsi à la destruction du cartilage et semble corrélée au tableau
clinique, au niveau de l’inflammation, et à l’hyperplasie synoviale.
L’augmentation de l’expression de l’angiopoïétine-l semble être reliée avec
la progression de la pathologie. Elle participe à l’hyperplasie synoviale en
agissant comme agent chémotactique pour les synoviocytes de type
fibroblaste 113 L’angiopoïétine-l induit aussi la migration des cellules
endothéliales aux sites inflammatoires et stabilise les néovaisseaux au stade
avancé de la pathologie 75,114 L’action de l’angiopoïétine-2 est aussi
délétère. L’augmentation de son expression dans le tissu synovial des
patients se perçoit davantage au stade précoce de la pathologie 113 Son
action favorise un état de plasticité vasculaire et donc influence la
progression de la néovascularisation et de la maladie 114,115
Psoriasis
Le psoriasis est une dermatose chronique qui atteint 3% de la population
mondiale et se définit par des plaques érythémato-squameuses bien limitées.
Cette affection inflammatoire courante de la peau est caractérisée par la
croissance excessive des kératinocytes de l’épiderme, l’accumulation de
cellules inflammatoires et la dilatation précoce des capillaires. Les lésions
psoriasiques plus évoluées sont marquées par une prolifération de vaisseaux
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sanguins et l’élaboration de néovaisseaux. Alors que l’augmentation de
l’expression de I’angiopoïétine-J dans les cellules stromales du derme
papillaire favorise la prolifération du réseau vasculaire, il semble que ce soit
l’augmentation de l’expression de l’angiopoïétine-2 dans les cellules du
derme papillaire qui joue un rôle prépondérant dans la progression de cette
pathologie. L’angiopoïétine-2 est responsable de l’état de plasticité
vasculaire que l’on retrouve chez les patients souffrant de psoriasis et le
succès du traitement de cette pathologie dépend grandement d’une réduction
de son niveau d’expression 116
Croissance tumorale
L’importance de l’angiogenèse dans la croissance tumorale a été proposée il
y a plus de trente ans par le Dr Folkman 117 lI est aujourd’hui bien établi
qu’une tumeur ne peut croître au-delà d’un volume limité de quelques
millimètres de diamètre si elle ne peut induire sa propre vascularisation. Bien
que les cellules tumorales aient une capacité proliférative extrême, un défaut
en oxygénation et en apport de nutriments conduit à un fort taux apoptotique
de ces cellules. La tumeur demeure donc dormante, maintenue dans une
balance entre prolifération et régression. Seule l’induction de sa propre
irrigation sanguine permettra son expansion. De plus, l’angiogenèse permet
aux cellules tumorales malignes de se disséminer à travers les systèmes
vasculaires et lymphatiques, un processus essentiel à la dispersion
métastatique des néoplasmes invasifs. En produisant un excès de molécules
angiogéniques, une tumeur est donc capable d’activer l’endothélium
quiescent des vaisseaux adjacents selon le phénomène qualifié de «switch
angiogénique» 118 lI se produit alors l’induction des processus
angiogéniques. Du fait de sa croissance permanente, la vascularisation
d’une tumeur ne se stabilise jamais et demeure dans un état dynamique avec
des variations d’architectures fréquentes. L’angiopoïétine-l, l’angiopoïétine-2
ainsi que le récepteur Tie2 participent activement à l’angiogenèse tumorale.
Leur implication est complexe et semble dépendre du type tumoral. À titre
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d’exemple, le niveau d’expression des angiopoïétines-1 et -2 est très variable
d’une tumeur à l’autre et peut être modulé à la hausse ou à la baisse 119
Dans certaines tumeurs, l’angiopoïétine-l favorise l’expansion de la masse
tumorale en induisant une vascularisation marquée de cette dernière alors
que dans certains cas elle incite à la régression en stabilisant le réseau
vasculaire tumoral 120122 De son côté, l’angiopoïétine-2 peut aussi
influencer, dans un sens ou dans l’autre, la balance entre la prolifération et la
régression tumorale. Elle favorise l’état de plasticité et le bourgeonnement
vasculaire en présence de VEGF-A165 alors qu’en son absence, elle peut
permettre la régression de la masse vasculaire 77,123 Une revue récente sur
le rôle des angiopoïétines dans la croissance tumorale indique que le ratio
d’expression des angiopoïétines-1 et-2 est très important; une balance en
faveur de l’angiopoiétine-2 semble corrélée davantage avec l’angiogenèse
tumorale que l’inverse 124 L’analyse des ces données suggère que
l’angiopoïétine-2 soit grandement impliquée dans le phénomène de f< switch
angiogénique» et qu’elle est donc une cible privilégiée pour la recherche de
nouvelles approches thérapeutiques anti-cancéreuses.
Encore ici, par soucis de synthèse, l’implication des angiopoïétines dans
chacune des différentes conditions pathologiques décrites ci-haut, ainsi que
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.3 La réponse inflammatoire
1.3.1 Inflammation et angiogenèse
Une des caractéristiques qui ressort du tableau précédant est l’étroite
association des angiopoïétines avec plusieurs conditions pathologiques dites
inflammatoires. En effet que ce soit la rétinopathie du diabétique, la
polyarthrite rhumatoïde, le psoriasis ou encore la croissance tumorale, ces
pathologies ont toutes une composante inflammatoire qui peut induire ou
favoriser leur apparition ou leur développement. Or, il est bien établi que la
réponse inflammatoire et la réponse angiogénique participent mutuellement
aux processus de l’une et de l’autre 131,132 Pendant l’induction de la réponse
inflammatoire, les nouveaux vaisseaux apportent aux tissus inflammés
l’oxygène ainsi que les nutriments essentiels et permettent le transport des
cellules inflammatoires au site de remodelage vasculaire. À leur tour, les
cellules inflammatoires (monocytes/macrophages, neutrophiles) peuvent
sécréter des cytokines, des facteurs de croissance ou des protéases pouvant
réguler la réponse angiogénique. À titre d’exemple, plusieurs études ont
démontré que les neutrophiles sont une source de VEGF-A165 et de
métalloprotéases utiles aux processus de vascularisation associés à la
cicatrisation 133-135 À l’inverse, les neutrophiles sont aussi connus pour
générer de l’angiostatine, un puissant facteur capable d’engendrer la
régression du nid vasculaire 136 qui dans un contexte d’infection microbienne,
peut aider à ralentir l’infection en diminuant l’apport en nutriments du tissu
infecté.
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1.3.2 La cascade d’adhésion leucocytaire
Au cours de la réaction inflammatoire, le roulement des leucocytes à la
surface des cellules endothéliales augmente de façon marquée. Cet
attachement transitoire des leucocytes à l’endothélium favorise un état
d’amorçage (priming) qui facilite leur arrêt et leur adhésion ferme à la surface
des veinules post-capillaires. L’adhésion ferme est alors suivie de la
diapédèse et de la migration des leucocytes dans le tissu extravasculaire
vers le foyer inflammatoire ou angiogénique. Le recrutement des leucocytes
est soutenu par différentes molécules d’adhésion. Ces dernières sont
d’abord impliquées dans les interactions homophiliques (contact leucocyte-
leucocyte) et hétérophiliques (contact leucocyte-cellule endothéliale). Elles
assurent ensuite le contact entre les cellules inflammatoires et les différentes
protéines de la matrice extracellulaire.
Il existe trois familles majeures de molécules d’adhérence impliquées dans la
cascade d’adhésion leucocytaire les sélectines, les intégrines et la super
famille des molécules d’adhérence apparentées aux immunoglobulines
(superfamille 1g). Chacune d’entre elles participe à une étape bien précise
de la cascade d’adhésion des leucocytes. Elles sont soi impliquées dans
l’attachement initial, l’adhésion ferme, la diapédèse ou la migration
extravasculaire (Figure 8). lI est important de noter que, bien qu’elles soient
différentes du point de vue moléculaire, les étapes d’adhésion se




Capture initiale Roulement Adhésion
ferme Diapédèseê
Figure 8: La cascade d’adhésion leucocytaire: À l’entrée des veinules post
capillaires, les leucocytes sont capturés hors de la circulation sanguine par la P
sélectine et la L-sélectine. Le roulement prend place afin de permettre aux
leucocytes de répondre aux différents médiateurs inflammatoires présents.
L’activation des leucocytes augmente l’affinité des intégrines envers leur ligand ce
qui permet l’adhésion ferme et ensuite la transmigration.
1.3.2.1 Les sélectines
Les sélectines sont impliquées dans la margination leucocytaire, qui consiste
en l’attachement initial des leucocytes à l’endothélium vasculaire.
Concrètement, cette étape se perçoit par une augmentation du roulement des
leucocytes sur la paroi endothéliale, un phénomène préparatoire et
nécessaire à une future adhésion ferme. La famille des sélectines compte
trois membres, la L-sélectine exprimée de façon constitutive à la surface des
leucocytes, la E-sélectine exprimée de façon inductible au niveau des cellules
endothéliales activées et la P-sélectine emmagasinée de façon constitutive
dans les granules Œ des plaquettes et dans les corps de Weibel-Palade au
I SÉLÇ
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niveau des cellules endothéliales. La P-sélectine est larguée à la surface des
membranes de cellules activées.
Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires de type 1. Leur
domaine extracellulaire comprend un domaine lectine, un domaine epidermal
growth factor-like (EGF) et un domaine short consensus repeats (SCR). Les
deux premiers domaines sont impliqués dans la reconnaissance du ligand.
Le domaine lectine est le principal responsable de la liaison du ligand alors
que le domaine EGF stabilise la conformation du domaine lectine. Le rôle du
domaine SCR serait essentiellement de stabiliser et d’éloigner la partie
fonctionnelle des sélectines de la surface membranaire afin de faciliter le
phénomène d’adhésion. Le nombre de motifs SCR varie d’un membre à
l’autre, la L-sélectine en possède 2, la E-sélectine 6 et la P-sélectine 9. Les
sélectines possèdent un seul passage transmembranaire et une courte
extrémité C-terminale cytoplasmique 137,138
La L-sélectine est exprimée de façon constitutive à la surface des leucocytes.
Elle se retrouve en grande partie dans les microvilli, structures riches en
actine et autres éléments du cytosquelette 139 La L-sélectine participe
activement au roulement des leucocytes à la surface de l’endothélium. Elle
ralentit de façon importante la vitesse de roulement engendrée par la P
sélectine pour permettre aux leucocytes d’être activés par différents
médiateurs endothéliaux (IL-8, PAF) 140 Certaines études suggèrent que la
signalisation intracellulaire engendrée par la liaison de la L-sélectine à son
ligand, exprimé à la surface des cellules endothéliales, augmente l’adhésion
induite par les 2 intégrines 141-143 Lorsque les leucocytes sont activés, la
partie extracellulaire de la L-sélectine est clivée par une métalloprotéinase
144,145 De ce fait, la L-sélectine est surtout reconnue pour être un marqueur
de l’activation des leucocytes.
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En condition de quiescence vasculaire, la P-sélectine n’est pas exprimée à la
surface des cellules endothéliales. Elle est emmagasinée dans les corps de
Weibel-Palade, de petites organefles contenues dans le cytosol des cellules
endothéliales oo Une redistribution sélective de ces organelles vers la
membrane cytoplasmique suite à un stimulus permet une réponse ciblée de
l’endothélium. La translocation de la P-sélectine est rapide et transitoire et
atteint un maximum dans les 10 premières minutes de stimulation. La P
sélectine est par la suite clivée ou réinternalisée par endocytose 101,146 La P
sélectine lie le P-selectin glycoprotein Iigand-1 (PSGL-1) présent au niveau
des microvilli des leucocytes Cette liaison est critique à la fonction de la
P-sélectine car la perte du gène du PSGL-1 chez la souris empêche le
roulement des leucocytes normalement soutenu par cette sélectine 148
L’engagement du PSGL-1 est associé à plusieurs activités signalétiques au
niveau des leucocytes; il augmente la phosphorylation en tyrosine, active les
différentes kinases mitogéniques (p42/44 MAPK) et stimule la sécrétion d’IL-8
Une fois le leucocyte activé, le PSGL-1 est alors redistribué au niveau
des uropodes leucocytaires.
La E-sélectine est exprimée à la surface des cellules endothéliales activées
seulement. La régulation de son expression se fait par l’induction d’une
augmentation de sa transcription par différents médiateurs proinflammatoires
comme le TNF-Œ, l’ll-1f3 et les lipopolysaccharides bactériens (LPS) 150,151
De façon générale, le niveau d’expression maximal est atteint 4 à 6 heures
post-stimulation. Tout comme ses confrères, la E-sélectine permet le
roulement des leucocytes à l’endothélium. Toutefois, elle est davantage
impliquée dans la transition entre l’attachement lâche des leucocytes et leur
attachement ferme 152
1.3.2.2 Les intégrines
Les étapes suivant le roulement des leucocytes à la surface des cellules
endothéliales sont capitales à l’accumulation des leucocytes au foyer
inflammatoire. Elles impliquent l’adhésion ferme des leucocytes, leur
diapédèse entre les jonctions inter-endothéliales et leur migration dans le
tissu. Toutes ces étapes sont dépendantes des intégrines présentes à la
surface des leucocytes.
Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires de type-J
composées d’une chaîne Œ et d’une chaîne f3 associées entre elles par une
liaison non covalente. De façon générale, une sous unité a ne peut lier qu’un
seul type de sous unité f3. Les intégrines sont donc nommées et classifiées
selon la sous-famille de sous unité f3 qu’elles portent. Jusqu’à présent 8
chaînes f3, 19 chaînes a et 25 hétérodimères distincts ont été identifiés 153
Le site de liaison du ligand est situé dans la tête globulaire formée par les
sous unités cx et f3 (154155 pour revue).
Les f32 intégrines (uLf32, cxmf32) jouent un rôle très important dans l’adhésion
ferme des leucocytes à la surface des cellules endothéliales. Lorsqu’
activées, elles lient de façon spécifique certains membres de la superfamille
1g présents à la surface des cellules endothéliales et certaines protéines de la
matrice extracellulaire. Plusieurs médiateurs lipidiques (PAF, LTB4) et agents
chimiotactiques (IL-8) sont connus pour activer les intégrines. Ces molécules
stimulent leurs récepteurs respectifs (récepteurs couplés aux protéines G) à
la surface des leucocytes et induisent une signalisation qui communique avec
la queue cytoplasmique des f32 intégrines et entraîne leur activation 156157
L’activation des f32 intégrines est associée à un changement de conformation
qui augmente leur affinité envers leur ligand 158 Le changement d’affinité est
souvent associé avec un regroupement des f32 intégrines à la surface des
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leucocytes ce qui permet aussi d’augmenter leur avidité envers leur ligand.
En fait, les changements d’affinité et d’avidité ont un effet synergique sur
l’augmentation de la liaison des f32 intégrines avec leur ligand.
1.3.2.3 La superfamille de molécules d’adhésion apparentées aux
immunoglobulines
La super famille des molécules d’adhésion apparentées aux
immunoglobulines (superfamille 1g) est caractérisée par un domaine 1g
présent dans la partie extracellulaire. Ce domaine est analogue à ceux
constituant les chaînes lourdes et légères des immunoglobulines. Certains
membres de cette famille (ICAM-1 et ICAM-2), exprimés à la surface des
cellules endothéliales, sont les contre récepteurs des intégrines présentes au
niveau des leucocytes.
L’ICAM-l possède 5 domaines immunoglobulines (1g) 159 En condition
physiologique, elle est faiblement exprimée à la surface des cellules
endothéliales 160 En conditions inflammatoires, sa fonction est
principalement régularisée par une augmentation de son expression sous
l’action de certaines molécules (lL-1J3, TNF-Œ, lFNy et LPS) 161-163 L’ICAM-2
ne possède que 2 domaines immunoglobulines 164 Contrairement à l’ICAM
1, elle est exprimée de façon constitutive au niveau de l’endothélium et son
niveau d’expression n’est pas affecté par aucune cytokine 165 L’ICAM-l et
l’ICAM-2 sont toutes deux impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires dont
l’adhésion ferme et la migration des leucocytes. La diapédèse implique aussi
l’action de la PECAM-1 exprimée au niveau des bordures des cellules
endothéliales (166 pour revue).
Par soucis de synthèse, les interactions entre chacune des molécules
d’adhésion, impliquées dans la cascade d’adhésion leucocytaire décrite ci
haut, vous sont présentées sous la forme d’un tableau (tableau III).
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Tableau III : Représentation des interactions ligands-récepteurs des
différentes molécules d’adhésion impliquées dans l’adhésion de leucocytes.
Les sélectines
Sélectines Ligand
Nom Localisation Nom Localisation
P-sélectine Cellules endothéHales PSGL-1 Leucocytes
Plaquettes
L-sélectine Leucocytes GIyCAM Cellules endothéliales
MaUCAM Cellules endothéliales





Nom Localisation Nom Localisation
ŒLf32 Leucocytes ICAM-1 Cellules endothéliales
Monocytes
ICAM-2 Cellules endothéliales




Nom Localisation Nom Localisation
ICAM-1 Cellules endothéliales ŒLf32 Leucocytes
Monocytes ŒM132 Leucocytes
ICAM-2 Cellules endothéliales ŒL2 Leucocytes
PECAM-1 Cellules endothéliales PECAM-1 Cellules endothéliales
Monocytes Monocytes
Plaquettes Plaquettes
GIyCAM Cellules endothéliales L-sélectine Leucocytes
MAdCAM Cellules endothéliales L-sélectine Leucocytes
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1.4 But du travail de recherche
Au cours des dernières années, notre laboratoire a décrit et largement étudié
le rôle inflammatoire du VEGF-A165 dans les processus angiogéniques. Ainsi,
nous avons notamment démontré que le VEGF-A165 induit la transiocation de
la P-sélectine et l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales et que
la synthèse endogène de PAF par ces dernières est essentielle à ces
mécanismes. Ces observations ont fait l’oeuvre d’une publication récente
dans la revue Blood dont je partage le titre de premier auteur avec mon
collègue Simon Rollin 21
Lorsque nous avons débuté cette étude, de nombreux arguments
supportaient l’existence d’une synergie entre le VEGF-A165 et les
angiopoïétines dans la régulation des processus angiogéniques aussi bien
physiologiques que pathologiques. Nous avons donc voulu déterminer si les
angiopoïétines pouvaient également jouer un rôle dans la réponse
inflammatoire. Mon projet avait donc pour but de vérifier la capacité des
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Angiopoietin-1 (Angi) and -2 (Ang2) are endothelial growth factors, which
bind to the tyrosine kinase receptor Tie2 and contribute to orchestrate blood
vessel formation during angiogenesis. Angi medïates vesse maturation and
integrity by the recruitment of pericytes. In contrast, Ang2 s classically
considered as a Tie2 antagonist, counteracting the stabilizing action of Angi.
Inflammation exists in a mutually-dependent association with angiogenesis
and we have therefore studied the capacity of angiopoietins to modulate
proinflammatory activities namely P-selectin transiocation and neutrophil
adhesion onto endothelial celis. We obsenied that both Angi and Ang2
increased these biological activities. Furthermore, combination of AngJ/Ang2
induced an additive effect on neutrophil adhesion but not on P-selectin
translocation. In an affempt to clarify this phenomenon, we found that
angiopoietins can directly activate neutrophils through Tie2 signaling as weII
as modulate PAF synthesis and f32 integrin functional upregulation. Together,
our data demonstrate that angiopoietins could promote acute recruitment of




Angiogenesis is characterized by the formation of new microvessels from
preexisting vasculature. This process is tightly regulated by the action of
different families of growth factors. Along with the weB characterized vasculat
endothelial growth factor (VEGF) family, the angiopoietins have been shown
to be critical in orchestrating blood vessel formation (1 for review).
Angiopoietin-1 (Angi) and -2 (Ang2) are structurally related endothelial
growth factots. They bind with similar specificity and affinity to the tyrosine
kinase receptor Tie2 expressed on EC and hematopoietic cells 2-4 Studies
with knockout mice showed that the Angl/Tie2 system plays an essential role
in embryonic vascular remodeling 2,5 The current model suggests that under
physiological conditions, Angi, through Tie2 signaling, mediates vessel
maturation and maintains vessel integrity by the recruitment of peri
endothelial celis. In contrast, Ang2 is classically considered as a Tie2
antagonist and it is accepted that at sites of vascular remodeling, Ang2
counteracts the stabilizing action of Angi by exposing the endothelium to
proangiogenic factors such as VEGF. This antagonistic role of Ang2 was first
suggested when ifs overexpression resulted in the impairment of blood vessel
formation in transgenic mice, a phenotype similar to the one obtained in Angi
and Tie2 knockout mice . However, studies with Ang2 knockout mice
suggest that its role would not be restricted to counteracting Angi activities.
Ang2 may also act as a Tie2 agonist, being involved in postnatal remodeling
events 6 Recently, this hypothesis was supported by the abilities of Ang2 to
activate Tie2, stimulate EC migration, and EC capillary-like tube formation in
vitro 78 Hence, the role of Ang2 is sf111 unclear since it appears to possess
both agonist and antagonist functions.
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Postnatal angiogenesis is associated with numerous inflammatory conditions
such as atherosclerosis, arthritis, retinopathy and tumor growth . Recent
investigations provided evidence that inflammation exists in a mutually
dependent association with angiogenesis 10,11 During inflammatory
processes, newly formed vessels supply the inflamed tissues with nutrients
and oxygen allowing the transport of inflammatory ceNs. Among these,
neutrophils are the first celis recruited in the angiogenic bed and provide
cytokines, growth factors, and proteolytic enzymes, which together, contribute
to regulate angiogenesis 12,13 The recruitment of neutrophils implies a
distinct but overlapping succession of adhesive events implying neutrophil
tethering, rolling and firm adhesion to ECs. These processes require the
interaction of different adhesion molecules between ECs and neutrophils.
Stimulation of ECs with inflammatory mediators including thrombin, histamine
and VEGF, can promote a rapid and transient P-selectin translocation at their
surface. P-selectin is then able to interact with its high affinity
counterreceptor, P-selectin-glycoprotein-ligand-1 (PSGL-1) expressed on
neutrophils and promote their rolling and transient adhesion 1416
lnflammatory mediators may also lead to an equivalent rapid and transient
synthesis of platelet-activating factor (PAF) by ECs and/or neutrophils. Newly
synthesized PAF can then bind to its receptor expressed on neutrophils, and
induce a rapid functional upregulation of the 32-integrin complex
(CDIIICD18) and favor the binding to its endothelial counterreceptor,
intracellular adhesïon molecules -1 and -2 (ICAM-1 and ICAM-2). This latter
interaction increases the adhesion of neutrophils onto activated ECs, which is
critical in the initiation of the inflammatory process at injury sites 14,17,18 (19 for
review).
Many proangiogenic factors have been proposed to play a role in the setting
of inflammatory angiogenesis. Our laboratory demonstrated that VEGF-A165
inflammatory effects are mediated through the synthesis of PAF by ECs 20(J We showed that the acute induction of PAF synthesis by VEGF-A165 is driven
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by the activation of VEGF receptor-2/neuropilin- complex 21,22 and that PAF
contributes to the induction of endothelial P-selectin transiocation and
subsequent neutrophil adhesion onto activated ECs 16
Since angiopoietins act in concert with VEGF to modulate vascular plasticity
during postnatal neovascularisation 23 we sought to assess the
proinflammatory potential of Angi and Ang2 by investigating their capacity to
modulate P-selectin transiocation and neutrophil recruitment onto endothelial
celis.
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2.3 Material & Methods
Ceil culture
Human umbilical vein ECs (HUVEC) were isolated by collagenase treatment
from fresh umbilical cords, seeded on gelatin-coated (0.25%) plates and
cultured in EBM-2 medium (Clonetics) containing 10% fetal bovine serum
(Hyclone), EGM-2 singlequot (Clonetics) and 2% antibiotics; penicillin and
streptomycin (Sigma). HUVEC were used at passage 1 or 2.
CeIl surface ELISA
Endothelial P-selectin translocation was measured by ceil surface cell surface
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as described previously 16
following stimulation of HUVEC with angiopoietins -1 and -2 (R&D Systems)
alone or combined.
Neutrophil purification
Venous blood was obtained from healthy donors, free from medication for at
least 10 days prior to the experiments. Neutrophils were isolated using Ficoll
Hypaque gradient, as described previously 16,24 Ninety-five percent of the
isolated cells were neutrophils as determined by a Coulter counter and
Wright-Giemsa staining, and viability was found to be over 98% as assessed
by ttypan blue dye exclusion assay.
Neutrophil adhesion assay
Neutrophil adhesion onto HUVEC or human extracellular matrix (hECM, BD
Bioscience) was measured under static conditions as described previously 16
HUVEC were pretreated or not with 1) recombinant soluble P-selectin
glycoprotein ligand immunoglobulin molecule (rPSGL-lg, kindly provided by
Dr A. Kumar, Genetics Institute), 2) blocking goat polyclonal anti-human Tie2
(anti-hTie2) lgG (R&D Systems). In some experiments, neutrophils were
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pretreated with either 1) anti-hlie2 lgG, 2) CV3988 (Biomol Research
Laboratories) or 3) blocking mouse monoclonal anti-human CD18 IgG (BD
Biosciences). Due to slight variations of basal adhesion between
experiments, we then reported our data as relative neutrophil adhesion (%).
RT-PCR analyses
Total RNAs were obtained from freshly isolated human neutrophils (2 x 10v)
and cultured HUVEC (5 x 106 at passage 2) by using the RNeasy extraction
kit (Qiagen). One tjg of total RNAs was reverse transcribed using random
hexamers and the MMLV reverse transcriptase (Invitrogen) as described by
the manufacturer. The PCR reactions were performed as follows: cDNAs
were denatured (94°C for 5 mi, submitted to 30 cycles of amplification for
Tie2 and 33 cycles for Tiel (94°C for 1 mm, 62°C for 1 min and 72°C for 1
mm) and to a final elongation (72°C for 10 mi. Primers were used to amplify
a 943 bp fragment of Tie2 cDNA (Genbank #BC035514; forward: 5’-
GGAACTGTGGAAGGTGCC-3’ and reverse: 5’-GCGATCACACATCTCCCC-
3’) or a 588 bp of Tiel cDNA (Genbank #50038239; forward: 5’-
CCTGCGTGTCTGGTGAGGCC-3’ and reverse: 5’-
GCCATAGGGATCCGGGAGGC-3’). Upon purification on a QlAquick PCR
Purification column (Qiagen), the Tie2 PCR products were subcloned into the
pCRII vector using the TOPO TA cloning kit (Invitrogen) and sequenced using
m13 reverse and forward primers.
1mmunocytochemistry
Freshly isolated human neutrophils (1 x 108) were centrifuged in a 15 ml tube
for 10 min at 1700 rpm. The pellet was fixed in 10% formalin for 1h,
dehydrated in a graded series of ethanol solutions and xylene, and
embedded in paraffin. Six pm thick sections were submitted to
immunohistochemistry by using rabbit polyclonal anti-human Tie2 lgG (1:200
dilution; Santa Cruz) as described previously 25
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Confocal microscopy
Neutrophils were isolated as described above and led to adhere on glass
coverslips precoated with 1% poly-L-Lysine for 1 h, fixed with a 2%
paraformaldehyde solution. Non-specific binding of primary antibodies was
prevented by preincubating flxed neutrophils with 10% serum from the
species used to raise the secondary antibodies. Neutrophils were submitted
to confocal microscopy using rabbit polyclonal anti-human Tie2 lgG and Cy3
dye as a fluorochrome. Glass coverslips were mounted using 1,4-
diazabicyclo-2-2-2-octane (DABCO)/glycerol (1:1) solution. Neutrophils were
observed on a Zeiss Axiovert 100 M microscope adapted with an LSM 510
confocal system. Images were recorded with the LSM 510 software.
Western blot analysis of Tie2
HUVEC stimulated with angiopoietins were lysed with Laemmli buffer.
Immunoprecipitation of Tie2 proteins was performed with rabbit polyclonal
anti-human T1e2 lgG prior to Western blot analysis. Membranes were probed
with mouse monoclonal anti-phosphotyrosine lgG (Clone 4Gb; 1:1 000:
Upstate Biotechnology) to detect Tie2 phosphorylation. PDGF membranes
were subsequently stripped in 0.2 M NaOH and Tie2 protein expression was
determined with rabbit polyclonal anti-hTie2 lgG antibodies (1:1 000).
Neutrophils (2.5 x i07 /ml) were stimulated with or without angiopoietins.
CelIs were lysed in 2X Laemmli buffer. One hundred twenty-five (125) ig of
whole celI extract were used for Western blot analysis. Membranes were
probed with rabbit polyclonal antiphospho-specific Tie2 lgG (1:1 000)
(Oncogene). Membranes were subsequently stripped in NaOH and Tie2
protein expression was determined with rabbit polyclonal anti-hTie2 lgG (1:1
000). lmmunoreactive bands were visualized by enhanced
chemiluminescence, digitized using a 2-dimensional gel scanner, and
quantified using Quantity One software (Bio-Rad).
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Measurement of PAF synthesis
PAF synthesis was measured by determining the incorporation of 3H-acetate
into lyso-PAF as described previously 20,26 Briefly, HUVEC or neutrophis (5
x 1061m1) were stimulated with angiopoietins or VEGF-A165 (PeproTech).
Reactions were stopped and synthesized 3H-PAF was extracted, purified by
high-performance Iiquid chromatography (HPLC), and quantified by
f3—counting 26
Statïstical analysis
Data are presented as mean ± SEM. Statistica comparisons were made by a
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by a Bonferroni test for




Angi and Ang2 induce endothellal P-selectin transiocation and
neutrophîls adhesion onto endothelial celis
We first assessed the capacity of angiopoietins to modulate the transiocation
of endothelial P-selectin by ELISA on HUVEC. Treatment of HUVEC with
Angi induced P-selectin translocaflon in a concentration- (1OE12 to 1OE8 M) and
time- (5 to 15 mm) dependent manner. Maximal increase was achieved at 10
9M (159% increase as compared to PBS-treated celis) and within 7.5 minutes
0f stimulation (Figure 1, upper panels). The same conditions were used to
characterize P-selectin transiocation induced by Ang2. Again, maximal effect
was obtained at i09 M (232% increase) and within 7.5 minutes (Figure 1,
lower panels).
Since both angiopoietins were able to promote P-selectin translocation, we
then assessed their capacity to induce neutrophil adhesion onto activated
ECs. Oeil adhesion assays were performed under static conditions and
stimulations were also performed in a concentration- and time-dependent
manner. Treatment with Angl increased neutrophil adhesion up to 343% at
1 0 M, and within 7.5 minutes (Figure 2, upper panels). Treatment with Ang2
had similar effect, within 7.5 minutes, and at i0 M it increased neutrophil
adhesion by 368% as compared to PBS-treated ceNs (Figure 2, lower panels).
As positive control, HUVEC were treated with VEGF-A165 (10e M) for 7.5 min
which increased endothelial P-selectin by 220% and neutrophil adhesion onto
activated HUVEC by 367% (data not shown).
We then assessed whether the combination of Angi and Ang2 would affect
those biological activities. We selected the most effective concentrations (1OE
10
and i09 M) and the optimal time (7.5 mm) to determine the effect of Angl
plus Ang2 (Angl/Ang2) on P-selectin translocation and neutrophil adhesion.
The combination of Angl/Ang2 either at 1OE1° or i0 M did not further
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increase P-selectin transiocation compared to Angi or Ang2 alone (Figure
3A). However, the combination of both angiopoietins elicited an additive
effect on neutrophil adhesion at both 1OE10 and 10 M (421% and 781%
increase, respectively) as compared to Angl (10° M; 194% and M;
332% increase) or Ang2 alone (10-10 M; 203% and iOE9 M; 368% increase)
(Figure 3B).
We then assessed the contribution of endotheNal P-selectin to neutrophil
adhesion induced by angiopoietins. HUVEC were pretreated with a P-selectin
antagonist, rPSGL-lg which prevents the interaction of the neutrophil receptor
PSGL-1 with ifs endothelial P-selectin ligand 16,24 Pretreatment of HUVEC
with increasing concentrations of rPSGL-lg (0.01 to 1 ig/mI), 15 minutes prior
f0 the addition of neutrophils and stimulation of HUVEC with either Angl or
Ang2 alone provided a concentration-dependent and complete inhibition of
neutrophil adhesion. Pretreatment with rPSGL-lg up to J 1ig/ml reduced by
66% the adhesion of neutrophils mediated by Angl/Ang2 combination (Figure
30).
Expression and regulation of Tie2 in HUVEC and neutrophils
Since the combination of Angl/Ang2 induced an additive effect on neutrophil
adhesion without increasing P-seiectin transiocation, we postulafed that
neutrophils might be activated by angiopoietins. As the presence of Tiel
and/or Tie2 on neutrophils or any other leukocytes has neyer been described,
we performed a series of experiments to determine their expression on
neutrophils. By RT-PCR, we detected the expression of Tie2 but not Tiel in
neutrophils mRNAs, with HUVEC mRNA used as positive control (Figure 4A).
The specificity of the PCR reaction was validated by sequencing the Tie2
product amplified in neutrophils. By immunocytochemistry and confocal
microscopy, we then confirmed the presence of Tie2 receptor and its
Iocalization on neutrophil cytoplasmic membrane (Figure 4B and C). In both
experiments, normal rabbit lgG was used as negative control. We also
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investigated by Western blot analyses the expression and the activation of
Tie2 in HUVEC and neutrophils. HUVEC were treated with PBS solution,
Angi and Ang2 alone or combined (1O- M; 7.5 mm) and Tie2 proteins were
immunoprecipitated with anti-hTie2 lgG. Phosphorylation of Tie2 was
confirmed by using anti-phosphotyrosine lgG. Treatment 0f HUVEC with PBS
provided marginal phosphorylation of Tie2 as compared to Angi and Ang2
alone or combined (iOE9 M; 7.5 mm), which induced a marked increase (131-,
31- and 99-fold respectively) of Tie2 phosphorylation. The equivalent loading
was confirmed by reblotting the membranes with anti-Tie2 lgG (Figure 4D).
Upon treatment of neutrophils with angiopoietins alone or combined (1Q9 M;
7.5 mi, cells were lyzed and Tie2 proteins were immunoprecipitated as
detailed above. However, Tie2 protein levels in neutrophils appear
insufficient to be detected by Western blot analysis (Figure 4E).
Nevertheless, by using anti-phospho-hTie2 lgG on total proteins, we detected
a marked increase of Tie2 phosphorylation in neutrophils mediated by Angi,
Ang2 and Angl/Ang2 combination (47-, 113- and 166-fold respectively) as
compared to PBS-treated neutrophils (Figure 4E).
Direct activation of Tie2 in neutrophils by angiopoietins is necessary to
further increase neutrophil adhesion
Since our data suggest that angiopoietins are able to activate Tie2 in
neutrophils, we investigated how its activation might contribute to neutrophil
recruitment. First, we used a blocking anti-hTie2 IgG selected for its property
to prevent angiopoietins/Tie2 interaction 27 In each adhesion assay, either
HUVEC or neutrophils were pretreated (15 mm) with different concentrations
of anti-hTie2 (0.05 to 1 tgIml) prior to stimulation with angiopoietins.
Pretreatment of HUVEC with 1 ig/ml of anti-hTie2 abrogated the adhesion of
neutrophils induced by Angi, Ang2 and Angl/Ang2 combination (1OE9 M; 7.5
mm) (Figure 5A-C; left histograms). Pretreatment of neutrophils with
increasing concentrations 0f anti-hTie2 up to 1 tg/ml prior to their addition to
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Q HUVEC had no inhibitory effect on neutrophil recruitment induced by Angi or
_________
—• -— - ---.-- -. -t-uiy iuii (lu li; T5 mm) (igure DA and B; right nisiograms Dut reaucea
by 63% their adhesion induced by Angl/Ang2 (lO M; 7.5 mm) which
corresponds to the additive effect produced by the angiopoietins combination
(Figure 5G; right histogram). Pretreatments 0f HUVEC or neutrophils with
anti-hTie2 IgG prior to PBS treatment (1 jtglml) or with with normal lgG (1
1g/ml) prior to stimulation with angiopoietins had no effect on neutrophil
adhesion (data not shown).
Mechanïsm of neutrophïl activation by angiopoietins
VEGF secretion: Since the combination of Angi and Ang2 provides maximal
adhesion of neutrophils onto ECs, we wished to establish the contribution of
neutrophil activation to this additive effect. Neutrophils, upon their
stimulation with various mediators including phorbol-l 2-myristate (PMA),
fMET-Leu-Phe (fMLP) and tumour necrosis factor-Œ (TNF-u), can rapidly
release their intracellular pool of VEGF 28 Recently, our laboratory studied
the mechanisms underling VEGF-A165-induction of neutrophil adhesion onto
HUVEC 16 In order to verify the possibility that VEGF secretion following
neutrophil activation by Angl/Ang2 combination might contribute to the
increase of neutrophil adhesion, we pretreated HUVEC with a selective
inhibitor of VEGF receptors (VEGFR-l and VEGFR-2) (VTK; iOE5 M; 1G50 = 2
X l0 M and J X107 M for VEGFR-l and VEGFR-2 respectively) 29 and with
a selective VEGFR-2 inhibitor (SU1498; 5X106 M; 1G50 = 7 X i0 M)
these concentrations being selected for their capacity to abrogate VEGF-A165-
mediated biological activities 16 Treatment with these inhibitors did not
significantly reduce the adhesion of neutrophils induced by the combination of
angiopoietins (l0 M; 7.5 mm) (data flot shown).
PAF synthesis: We recently showed that endothelial PAF synthesis was
necessary for VEGF-A165-mediated P-selectin translocation and neutrophil
adhesion onto HUVEC 16 Consequently, we raised the hypothesis that
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angiopoietins might also induce PAF synthesis. Treatment of HUVEC with
angiopoietins alone or combined (1O- M; 7.5 mm) did flot provide a significant
increase of endothelial PAF synthesis (Table I). Treatment of HUVEC with
VEGF-A165 (1O M; 7.5 mm) was performed as positive control, resulting in a
167% increase in endothelial PAF synthesis. Treatment of neutrophils with
Angi or Ang2 alone (10e M; 7.5 mm) enhanced PAF synthesis by 456% and
675% respectively as compared to PBS-treated cells. The combination of
Angl/Ang2 was even more potent and increased the level of PAF synthesis
in neutrophils by 1894% (Table Il). As negative control, neutrophils, which do
not bear VEGF receptors were stimulated with VEGF-A165 (10e M; 7.5 mm),
that failed to mediate PAF synthesis (Table Il).
In light of these results, we postulated that newly synthesized PAF in
neutrophils might contribute to the additive effect observed in neutrophil
adhesion following activation by Angl/Ang2. Consequently, we pretreated
neutrophils with mncreasing concentrations of a selective PAF receptor
antagonist CV-3988 (10.8 to 106 M) (1C50 = 2.5 X 10 M) 31,32 15 minutes
prior to their addition to ECs. Such pretreatment did not reduce the adhesion
of neutrophils induced by Angi or Ang2 alone (1O M; 7.5 mi. However,
pretreatment of neutrophils with CV-3988 at 1OE7 and 10.6 M prior to
stimulation with the combination of Angl/Ang2 (i0 M; 7.5 mm) reduced by
33.1% and 33.4% respectively the adhesion of neutrophils (Figure 6A). It is
worth noting that this 33% reduction represents a 67% reduction of the
additive effect on neutrophil adhesion onto HUVEC induced by the
combination of angiopoietins.
P2 integrin implication: PAF induces a rapid functional upregulation of the
CD11/CD18 f32-mntegrin complex in neutrophils and favors the binding of this
complex to their endothelial counterreceptors, ICAM-1 and ICAM-2,
promoting adhesion of neutrophils onto activated ECs 18 Since the
combination of angiopoietins induced a marked increase of PAF synthesis in
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neutrophils and that a pretreatment with a selective PAF receptor antagonist
provided a significant reduction of neutrophil adhesion onto HUVEC mediated
by Angl/Ang2 combination, we thus hypothesized that the additive effect
might involve the functional upregulation of the CD11ICD18 f32-integrin
complex. To assess this hypothesis, neutrophils were pretreated with
increasing concentrations of blocking anti-human CDI8 lgG (anti-CDI8) (1 to
5 jig/ml) 15 minutes prior to their addition to HUVEC. Pretreatment of
neutrophils with blocking anti-CD18 IgG had no effect on neutrophil adhesion
induced by Angi or Ang2 alone (iOn M; 7.5 mm). However, such
pretreatment prevented the additive effect produced by the combination of
Angl/Ang2 (1O M; 7.5 mm) on neutrophil adhesion (Figure 6B). In each
case, pretreatment of neutrophils with CV-3988 (1OE6 M) or blocking anti
CD18 IgG (5 jg/mI) did not significantly modulate the basal level of neutrophil
adhesion onto ECs. In addition, pretreatment of neutrophils with normal IgG
(5 jig/mI) did not decrease the adhesion induced by either Angl, Ang2 or
Angl/Ang2 combination (data not shown).
AnglIAng2 combination induces a proadhesive state of neutrophils
independently from HUVEC stimulation
To ascertain that the stimulation of neutrophils by Angl/Ang2 combination
was sufficient to induce an adhesive state, we performed an adhesion assay
of neutrophils on human extracellular matrix ‘. Stimulation of neutrophils
with Angi or Ang2 alone (1cr9 M; 7.5 mm) did not increase their adhesion
onto hECM as compared to PBS-treated ceils (Figure 7; left histograms). In
contrast, treatment of neutrophils with Angl/Ang2 combination (iOE9 M) for 7.5
min increased by 173% their adhesion onto hECM (Figure 7; middle
histograms). Such adhesion was dependent on Tie2 activation since
pretreatment of neutrophils with increasing concentrations of blocking anti
hTie2 IgG (up to 1 tg/ml) reduced their adherence by 83% (Figure 7; middle
histograms). The implication of f32 integrin in this adhesion assay was also
verified by pretreating neutrophils with increasing concentrations of blocking
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anti-CD18 igG (1 to 5 ig/mI). Pretreatment with 2 ig/ml of blocking anti
CDJ8 lgG was sufficient to abrogate the adhesion of neutrophiis onto hECM
induced by Angl/Ang2 combination (1OE9 M; 7.5 mm) (Figure 7; right
histograms).
Viability of HUVEC and neutrophiis
To ensure that neutrophil adhesion onto ECs or hECM induced by
angiopoietins or that the reduction of neutrophil recruitment by inhibitors or
antagonists used in these studies were not due to cytotoxicity, the effect of
angiopoietins and ail inhibitors or antagonists on celi viability was assessed
by trypan blue exclusion assay, at the highest concentrations used. in ail




In the present study, we demonstrate for the first time, the proinflammatory
activities of both angiopoietins to mediate endothelial P-selectin transiocation
and neutrophil adhesion onto activated ECs. The combination cf Angi and
Ang2 provides an additive effect on neutrophil adhesion but flot on P-selectin
transiocation. This phenomenon is related to the unexpected expression of
Tie2 receptor on the celi surface cf neutrophils. Angiopoietins appear to
directly activate neutrophils and modulate PAF synthesis. The combination cf
Angi and Ang2, cooperatively with PAF signaling may promote a rapid
functional upregulation of the 32-integrin complex (CD11/CD18), contributing
to increase the adhesion of neutroph ils onto activated ECs.
Angiopoietin-mediated neutrophil adhesion to HUVEC is P-selectin
dependent
Previous studies reported that Angi has anti-inflammatcry properties, thus
contributing te the maturation cf neovessels (35 for review). In vivo, t
prevents VEGF-mediated vascular permeability 36,37 and in vitro, it reduces
the basal activation cf vascular endothelial cadherin (VE-cadherin) and J3-
catenin, concomitantly with a reduction of VEGF-mediated EC permeability
38,39 Sustained treatment of ECs with Angi reduces endothelial expression
cf ICAM-1, vascular ceil adhesion molecule-1 (VCAM-1) and Eselectin 40,
leading te a marked reduction cf VEGF-mediated neutrophil adhesion
On the other hand, Ang2 might display proïnflammatory activities, since it
negatively ccntrols vascular maturation, stability and quiescence by
antagcnizing the effects of Angi. It remains that there are no studies defining
the capacity of Ang2 te regulate selective proinflammatcry activities.
In this study, we cbserved that both angiopoietins possess a similar agonistic
capacity te mediate an early and transient endothelial P-selectin translocation
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as weII as neutrophil adhesion onto activated HUVEC. The agonistic function
of Ang2 herein described strengthens the current view, which tends to
reconsider the purely antagonist role of this growth factor and suggests
discrepant actions on its receptor Tie2, depending on the celi types or
pathophysiological conditions.
The kinetic of neutrophil adhesion was in line with the level of endothelial P
selectin transiocation: in both cases, the peaks were achieved within 7.5
minutes and nearly returned to the baseline levels after 15 minutes.
Translocated P-selectin on EC surface is indeed rapidly reinternalized and/or
cleaved, and can therefore no longer interact with its neutrophil
counterreceptor to maintain their acute adhesion onto ECs 14,16,4142 This
might explain why other authors could not observe the capacity cf
angiopoietins to induce neutrophil adhesion, as their studies were performed
for extended periods of time ‘‘°. Using a selective P-selectin antagonist, we
showed that endothelial P-selectin transiocation is essential for the adhesion
of neutrophils. Although it did not further increase P-selectin transiocation
compared to Angi or Ang2 alone, the combination of both angiopoietins
provided an additive effect on neutrophil adhesion. This led us to
hypothesize that the AngllAng2 combination may induce the synthesis
and/or the activation of other molecule(s) either on HUVEC and/or on
neutrophils, thus contributing to increase their adhesion on activated ECs.
Expression and activation of Tie2 receptor in neutrophils
Our study is the flrst to demonstrate the expression cf Tie2 receptor in
neutrophils. Moreover, we demonstrated the capacity of angiopoietins to
activate Tie2 phosphorylation in neutrophils. Although Tie2 is generally
considered as an endothelial-specific receptor, it is also expressed in EC
precursors and hematopoietic stem ceHs L• Its presence on neutrophils
implicitly suggests that the expression of T1e2 is maintained during the
commitment of hematopoietic progenitor ceNs to the neutrophil lineage. This
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surprising observation opens up intriguing new perspectives in the
understanding of the physiopathological role of the angiopoietin receptor
Tie2.
Activation of Tie2 receptor in neutrophils increases their adhesion onto
HUVEC
The pretreatment of neutrophils with a blocking anti-hTie2 lgG demonstrated
that activation of this receptor in neutrophils was necessary for the additive
effect mediated by Angl/Ang2 combination. Moreover, we performed an
adhesion assay on human extracellular matrix which confirmed that
stimulation with Angl/Ang2 combination was able to promote a direct, Tie2-
dependent, adhesive state in neutrophils, independently from the potential
contribution of activated ECs. These effects were not observed with
stimulation with Angi or Ang2 alone. In a recent study, Auterio et al. have
shown that the stimulation of VEGFR-1 with different VEGF analogs resulted
in a different profile of effector activation. Stimulation with VEGF-A165 induced
a strong phosphorylation of VEGFR-1 tyrosine (Tyr) residue Tyr1213 and to a
lesser extent Tyr1242 and Tyr1333, whereas the stimulation with placental
growth factor (PIGE) induced the phosphorylation of TyrI 309 but not Tyri 213
Such differences in the activation of VEGER-1 by various agonists,
termed agonist trafficking’, may explain the distinct biological activities of
VEGF-A165 and its analogs. Consequently, it is conceivable that in
neutrophils, the combination of Angl and Ang2 also provides a different
effector activation profile upon their interaction with Tie2, which could be
responsible for their additive effect on neutrophil adhesion. Hence, we have
searched for a particular signaling pathway in neutrophils, which could
explain the additive effect induced by the combination of angiopoietins. Our
results showed that the VEGF system is not involved in this process.
However, stimulation of neutrophils with Angl/Ang2 induced a synergistic
effect on PAF synthesis compared to a treatment with Angi or Ang2 alone.
The subsequent PAF signaling was critical in the additive effect observed with
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the Angl/Ang2 combination on neutrophil adhesion. The binding of PAF to
its receptor on neutrophils induces a functional upregulation of the 2-integrin
complex (CD1JICD18), which contributes to increase neutrophil adhesion
14,17 Using a blocking anti-human CDI8 lgG prior to stimulation, we
confirmed that the additive effect induced by Angl/Ang2 combination was
dependent on the f32-integrin complex. It is worth noting that interleukin-8 (IL
8) can also contribute to p2-integrin activation In neutrophils, IL-8
transcripts are constituvely expressed but the release of this inflammatory
mediator requires de novo synthesis of the protein. Consequently, the acute
response in neutrophil adhesion described in this study (within 7.5 mm) can
not be dependent on IL-8, produced by neutrophils in response to the
Angl/Ang2 combination 46 However, under prolong treatment, it would be
interesting to assess if angiopoïetins like other inflammatory mediators can
induce protein expression of IL-8 both in HUVEC and neutrophils
In conclusion, this study demonstrates that Angi and/or Ang2 induce a rapid
and transient endothelial P-selectin translocation, which is essential for the
adhesion of neutrophils onto activated ECs. In addition, we showed, also for
the first time, that angiopoietins combined can activate Tie2 receptor
expressed on neutrophils, thus leading to PAF synthesis, functional
upregulation of 32-integrin complex and subsequent increase in neutrophil
adhesion. Our data bring us to suggest that angiopoietins should be
considered as acute proinflammatory mediators, which may contribute to
initial steps of pathological angiogenesis.
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2.8 Tables
Table I. PAF synthesis induced by angiopoietins in HUVEC
Treatment 3H-PAF synthesis (dpm)
PBS 311±101
Angi (1OE9 M) 215 ±62
Ang2 (1OE9 M) 388 ± 41
Angl+Ang2 (10e M) 337 ± 56
VEGF (10e M) 829 ± 64*
Data are means ± SEM of at least 12 experiments;
* J 0.01 as compared to PBS
PBS 1
Table Il. PAF synthesis induced by angiopoietins in neutrophils









Data are means ± SEM of at least 12 experiments;
* 0.01 as compared to PBS
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2.9 Legends
Figure 1: AngI and Ang2 induce endothelial P-selectin transiocation in
HUVEC. P-selectin transiocation in HUVEC was quantified by celi surface
ELISA. PBS was used as a control and the basal levels of celi surface P
selectin were normalized to 1. Translocation of P-selectin induced by Angi
(A) and Ang2 (B), both at 7.5 mm, was determined at different concentrations
(1012 to 1OE8 M: leif panels) and in function of time at i0 M (5 to 15 mm: right
panels). Data are means ± SEM of at least 7 experiments; * 0.01 as
compared to PBS.
Figure 2: AngI and Ang2 ïnduce neutrophil adhesion to HUVEC.
Neutrophil adhesion to HUVEC was determined by cell surface adhesion
assay under static conditions. PBS was used as a control. Due to slight
variations in basal neutrophil adhesion between different experiments, we
reported our data as relative neutrophil adhesion (%). Neutrophil recruitment
induced by Angi (A) and Ang2 (B), both at 7.5 mm, was determined at
different concentrations (1OE12 to 1OE8 M: left panels) and in function of time at
i09 M (5 to 15 mm: right panels). Data are means ± SEM of at Ieast 12
experiments; * P 0.01 as compared to PBS.
Figure 3: Stimulation with Angi and Ang2 induces an additive effect on
neutrophil adhesion but flot on P-selectin transiocation. Endothelial P
selectin translocation (A), and neutrophil adhesion onto HUVEC (B) were
quantified upon stimulation with either Angi, Ang2 or both Angi and Ang2
(10b0 M or i0 M; 7.5 mi. The requirement of endothelial P-selectin
transiocation for neutrophil adhesion (C) was demonstrated after pretreating
HUVEC with rPSGL-lg (0.01 to 1 p.gImI; 15 mm) prior to stimulation with
Angi, Ang2 or both Angi and Ang2 (1OE9 M; 7.5 mm). Data are means ± SEM
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of at least 7 experiments; * P 0.01 as compared to PBS, § P 0.01 as
compared to corresponding agonist.
Figure 4: Expression and activation of Tie2 receptors in HUVEC and
neutrophils. Tie2 mRNA expression in neutrophil (N) was revealed by RT
PCR, HUVEC (EC) mRNA was used as a positive control. In contrast, Tiel
was present in HUVEC but flot in neutrophils (A). Tie2 expression in
neutrophils was confirmed at the protein level by immunocytochemistry, using
anti-hTie2 lgG and normal lgG was used as negative control (B). Tie2 protein
was located at the cytoplasmic membrane of neutrophils as demonstrated by
confocal microscopy (C). HUVEC were treated with either Angi, Ang2 or
Angi and Ang2 (10e M; 7.5 mm). Tie2 proteins were first immunoprecipitated
with anti-hTie2 IgG and Tie2-phosphorylation was analyzed by
immunoblotting using antiphosphotyrosine IgG (4G1 O clone). Membranes
were subsequently stripped and the detection of Tie2 protein was performed
to confirm equal protein loading (D). Neutrophils were treated with either
Angi, Ang2 or Angi and Ang2 (10 M; 7.5 mm). Celi lysates equivalent to
125 g of total proteins were Ioaded in each lane. Membranes were
subsequently probed with anti-phospho-hTie2 lgG (E).
Figure 5: Neutrophil adhesion induced by angiopoietins: Implication of
Tie2 receptors on HUVEC and neutrophils. HUVEC (Ieft) or neutrophils
(right) were pretreated for 15 min with blocking anti-hlie2 IgG (0.05 to 1
jiglml) priorto stimulation with Angi (A), Ang2 (B) orAngl/Ang2 combination
(1OE9 M; 7.5 mm) (C). Data are means ± SEM of at least 8 experiments; *
0.01 as compared to PBS, § P 0.01 as compared to corresponding agonist.
7$
Figure 6: Contribution of PAF and 2 integrin on angiopoietïn-induced
neutrophil adhesion onto HUVEC. Neutrophils were pretreated with
increasing concentrations of CV-3988 (1 OE8 to 106 M) (A), and blocking anti
CD18 IgG (1 to 5 jig/ml) (B) for 15 minutes prior to the adhesion assay.
Neutrophils were added to HUVEC concomittantly to their stimulation with
Angi, Ang2 alone, or Angl/Ang2 combination (10e M; 7.5 mm). Data are
means ± SEM of at Ieast 8 experiments; * P 0.01 as compared to PBS, §
0.01 as compared to corresponding agonist.
Figure 7: Combinatîon of Angi and Ang2 promotes neutrophil adhesion
on hECM: Implication of Tïe2 and 2 integrin. Neutrophils were pretreated
with increasing concentrations of blocking anti-hTie2 lgG (0.05 to 1 tg!ml) or
blocking anti-CD18 lgG (1 to 5 ig/ml) antibodies 15 minutes prior to the
adhesion assay on hECM. Neutrophils were stimulated with either Angi,
Ang2 or Angl/Ang2 combination (1OE9 M; 7.5 mm). Data are means ± SEM of
at least 8 experiments; * P 0.01 as compared to PBS, § P 0.01 as
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Au cours de cette étude, nous avons démontré le potentiel proinflammatoire
des angiopoïétines. Nous avons établi, pour la première fois, que
l’angiopoïétine-l et l’angiopoïétine-2 étaient toutes deux capables d’induire la
translocation de la P-sélectine des cellules endothéliales veineuses de
cordons ombilicaux humains, une étape essentielle au recrutement des
neutrophiles. De façon surprenante, alors que la combinaison des deux
angiopoïétines n’amplifie pas la translocation de la P-sélectine, elle conduit à
un effet additif sur l’adhésion des neutrophiles. Dans le but de clarifier ce
phénomène, nous avons démontré l’expression inattendue du récepteur Tie2
à la surface des neutrophiles. Nos études confirment que les angiopoïétines
ont la capacité d’activer directement les neutrophiles et d’induire la synthèse
de PAF. À la lumière de ces résultats, nous proposons un modèle de
coopération entre l’angiopoïétine-l et l’angiopoïétine-2 qui, en collaboration
avec la signalisation intracellulaire induite par l’engagement de la P-sélectine
et du PAF sur leur récepteur respectif à la surface des neutrophiles, permet
l’activation des f32 intégrines afin d’augmenter le recrutement induit par la P
sélectine et promouvoir l’adhésion ferme des neutrophiles aux cellules
endothéliales.
3.1 Potentiel inflammatoire des angïopoïétines
Lorsque nous avons débuté ces études, le potentiel anti-inflammatoire de
l’angiopoïétine-l avait déjà suscité l’intérêt de certains groupes de recherche.
Maintenir la quiescence vasculaire est davantage perçu comme étant un
processus à long terme régulé au niveau de l’expression. De ce fait, les
études citées ci-bas ont mesuré l’effet de l’angiopoïétine-l sur différents
processus inflammatoires à long terme. In vivo, l’angiopoïétine-l protège des
effets hyperperméabilisants du VEGF-A165 en maintenant les interactions entre
cellules endothéliales et cellules péri-endothéliales r”. In vitro,
l’angiopoïétine-l diminue aussi la perméabilité endothéliale induite par
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différents facteurs inflammatoires tels l’histamine et la thrombine 94,167
Davantage relié à notre étude, il a été démontré que l’angiopoïétine-l, à fortes
concentrations, réduit l’augmentation de l’expression de certaines molécules
d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine) induite par le VEGF-A165 et
supprime, à long terme, l’effet inflammatoire du VEGF-A165 sur l’adhésion des
neutrophiles
Ces résultats, à première vue, semblent conflictuels avec ceux de notre étude
qui démontrent qu’à court terme et à plus faibles concentrations,
l’angiopoïétine-l induit la translocation de la P-sélectine et permet le
recrutement des neutrophiles. Cependant, il est bien établi que la translocation
de la P-sélectine est rapide et transitoire. Elle atteint un maximum dans les 10
premières minutes de stimulation et est par la suite clivée ou réinternalisée par
endocytose de sorte qu’elle ne peut plus interagir avec le PSGL-1 présent au
niveau des microvilli des neutrophiles 144,145 Seule les études à court terme
permettent de voir son impact sur l’adhésion des neutrophiles. Cette cinétique
d’action pourrait expliquer pourquoi le groupe de Kim et col!, n’a pu observer
l’effet proinflammatoire de l’angiopoïétine-l décrit dans cette étude 101,146 Nos
résultats placent l’angiopoïétine-l dans un contexte fonctionnel totalement
différent du rôle de stabilisateur vasculaire qui lui est normalement conféré.
Cependant, le potentiel inflammatoire de l’angiopoïétine-l en conditions
aigues, suggéré par nos travaux, s’intègre bien aux effets angiogéniques
connus de l’angiopoïétine-l. In vitro, l’angiopoïétine-l stimule la migration
cellulaire 96, le bourgeonnement 168 et l’organisation en structure tubulaire des
cellules endothéliales 169 D’un point de vue pathologique, les effets
angiogéniques de l’angiopoïétine-l sont non-négligeables. Comme il est
possible que ces effets soient assistés par une implication directe de
l’angiopoïétine-l dans l’inflammation (ce qui est le cas pour le VEGF-A165), le
potentiel proinflammatoire de I’angiopoïétine-l aurait davantage à être
investigué. À titre d’exemple, Gravallese et col!, ont démontré que l’ARNm et
la protéine de l’angiopoïétine-l sont exprimés dans le liquide synovial des
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patients souffrant de polyarthrite rhumatoïde et que leur niveau pouvait être
régulé à la hausse par le TNF-Œ Ces auteurs ont proposé que
l’angiopoïétine-l puisse contribuer à cette pathologie en induisant la migration
des cellules endothéliales aux sites inflammatoires. À la lumière de nos
résultats, il peut être suggéré que ce processus soit facilité par le recrutement
des neutrophiles.
L’angiopoïétine-2, connue pour réguler la plasticité vasculaire, est
conceptuellement plus facile à concevoir comme étant un médiateur
proinflammatoire. Toutefois, son rôle potentiel dans l’inflammation n’a jamais
fait l’objet d’investigation. L’angiopoïétine-2 est fortement exprimée aux sites
de remodelage vasculaire tant en conditions physiologiques que pathologiques
54,170 Ce niveau d’expression élevé aurait pour rôle de contrecarrer le système
stabilisateur angiopoïétine-1/Tie2 afin de permeffre l’induction des processus
angiogéniques par différents facteurs dont le VEGF-A165. Cependant, des
études récentes suggèrent que le rôle de l’angiopoïétine-2 pourrait aller au
delà d’un rôle d’antagoniste et participer activement aux processus
angiogéniques. En effet, l’angiopoïétine-2 est capable d’activer le récepteur
Tie2 et d’induite la migration et la formation en structure tubulaire des
cellules endothéliales 58 Comme le suggèrent nos résultats, l’induction des
processus angiogéniques par l’angiopoïétine-2 pourrait être facilitée par une
action directe sur les processus inflammatoires soit la translocation de la P
sélectine et le recrutement des neutrophiles. Fait intéressant, l’angiopoïétine-2
a récemment été identifiée comme une des molécules contenues dans les
corps de Weibel-Palade. Elle est contenue dans une classe d’organeNes
différente de celle contenant la P-sélectine et peut être rapidement mobilisée à
la surface des cellules endothéliales par différents médiateurs inflammatoires
tels l’histamine et la thrombine 104 Ceffe étude démontre une fois de plus
l’étroite collaboration entre les médiateurs inflammatoires et angiogéniques et
supporte davantage le rôle proinflammatoire de l’angiopoïétine-2 suggéré par
notre étude.
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3.2 Présence du récepteur Tie2 au niveau des
neutrophiles
Bien qu’il y ait une induction locale de l’expression de l’angiopoïétine-2 en
réponse à Ihypoxie ou au VEGF-A165 au site de remodelage vasculaire,
l’expression de l’angiopoÏétine-l n’est pas modifiée ‘. Ceci permet de
changer le ratio d’expression et d’exposer l’endothélium vasculaire aux effets
des deux angiopoïétines. En modifiant ce ratio, l’endothélium vasculaire, qui
évolue normalement dans un environnement stable, est soumis à un cadre
plus propice à l’induction d’une réponse angiogénique ou inflammatoire qui ne
pourrait être induite autrement. Fait intéressant, la combinaison des
angiopoïétines dans notre modèle d’adhésion cellulaire a permis de doubler
l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales sans pour autant
moduler davantage la transiocation de la P-sélectine. Ces résultats
suggéraient qu’utilisées de façon combinée, les angiopoïétines pourraient avoir
une action directe de coopération sur l’activation des neutrophiles. Cette
nouvelle hypothèse nous a permis de détecter la présence du récepteur Tie2 à
la surface des neutrophiles.
Le récepteur Tie2 est généralement considéré comme un marqueur de cellules
endothéliales. Toutefois, il est aussi exprimé chez les précurseurs
endothéliaux et les cellules hématopoïétiques 171 Sa présence au niveau des
neutrophiles n’avait jamais été observée auparavant. Cependant, elle suggère
implicitement que son expression soit maintenue pendant l’engagement des
progéniteurs hématopoïétiques vers la lignée des neutrophiles.
L’effet additif sur l’adhésion des neutrophiles et non sur la translocation de la
P-sélectine est intéressant d’un point de vue pharmacologique.
Premièrement, le récepteur Tie2 est toujours co-exprimé avec le récepteur
Tiel dans les cellules endothéliales mais, comme le démontre notre étude,
sa présence n’a pas été détectée dans les neutrophiles, Il a déjà été
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démontré que les monomères respectifs de ces deux récepteurs sont
capable de former des hétérodimères. Toutefois, aucune phosphorylation du
monomère de Tiel ne survient suite à une stimulation aux angiopoïétines 172
La présence de l’hétérodimère TielITie2 permettrait donc d’autoréguler la
réponse induite par les angiopoïétines. La présence du récepteur Tiel dans
les cellules endothéliales pourrait donc masquer l’effet additif que l’on perçoit
chez les neutrophiles.
Deuxièmement, il est aussi possible qu’entre elles, les angiopoÏétines
forment des hétérodimères ou encore des multimères fonctionnels. De cette
hypothèse, nous pouvons suggérer que ce type de multimères pourrait
recruter un co-récepteur à la surface des neutrophiles qui n’est pas présent
au niveau des cellules endothéliales. Le recrutement du co-récepteur
pourrait, tout comme le fait le recrutement de la NRP-1 par le VEGF-A165 26
amplifier les effets des multimères et ainsi permettre une réponse différente
entre les neutrophiles et les cellules endothéliales. Lorsque nous regardons
l’effet opposé que l’angiopoïétine-2 élicite dans le système vasculaire (facteur
de plasticité) et le système lymphatique (facteur de stabilisation) 56, nous
pouvons imaginer, encore plus simplement, que les angiopoïétines activent le
récepteur Tie2 des neutrophiles de façon fondamentalement différente de
celui des cellules endothéliales. Ce phénomène nommé agonist trafficking a
déjà été observé dans le système VEGF-A165/PIGF/VEGFR-1 173 En effet,
une stimulation du VEGFR-1 par le VEGF-A165 induit une forte
phosphorylation du résidu tyrosine Tyr1213 alors que celle induite par le
PIGE implique la tyrosine Tyr1309. Cette différence de phosphorylation
permet à chacun des facteurs d’induire une signalisation intracellulaire ciblée
qui lui est propre. Cette unicité de réponse s’étant même d’un type cellulaire
à l’autre. En effet, alors que le VEGF-A165 n’induit peu ou pas de
signalisation intracellulaire par le VEGER-1 dans les cellules endothéliales, il
induit, via le même récepteur, un signal intracellulaire important dans les
monocytes. Sous l’influence du VEGE-A165, cette signalisation permet la
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migration des monocytes de la circulation phériphérique aux tissus 174 Il est
donc possible que les angiopoïétines-1 et -2 induisent une signalisation
intracellulaire, via le récepteur Tie2, qui leur est propre et qui est dépendante
du type celulaire concerné. Une différence entre les voies de signalisation
induites par chacune des angiopoïétines au niveau des neutrophiles pourrait
donc expliquer la coopération des angiopoïétines à promouvoir leur adhésion.
3.3 Activatïon des neutrophiles par les angïopoïétïnes
En faveur de ce principe, nos résultats démontrent que la combinaison des
angiopoïétines induit, chez les neutrophiles, une synthèse de PAF qui est
plus importante que celle issue d’une stimulation avec l’angiopoïétine-l ou
l’angiopoïétine-2 seule. Le PAF, en liant son récepteur à la surface des
neutrophiles, induit une signalisation intracellulaire qui contribue à l’activation
des 32 intégrines 157 et donc ouvre la porte vers l’implication des molécules
d’adhésion davantage engagées dans l’adhésion ferme des neutrophiles. De
façon intéressante, nous avons constaté que seul la combinaison des
angiopoïétines permet d’augmenter l’adhésion des neutrophiles à une
matrice composée exclusivement de protéines de la matrice extracellulaire.
Comme l’adhésion des neutrphiles à une matrice extracellulaire est
exclusivement dépendante des f32 intégrines, il peut être suggéré que la
synthèse de PAF induite par les angiopoïétines seules soit insuffisante pour
contribuer à l’activation des f32 intégrines et donc supporter l’adhésion des
neutrophiles sur ce type de matrice.
L’augmentation de l’adhésion des neutrophiles induite par la combinaison des
angiopoïétines est moins importante que celle que perçue sur une
monocouche de cellules endothéliales. À la lumière de ces résultats, il est
possible que la signalisation induite par le complexe P-sélectine/PSGL-1, en
plus de celle induite par le PAF, soit nécessaire pour obtenir une pleine
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activation des f32 intégrines et favoriser une adhésion maximale. Les f32
intégrines, au niveau moléculaire, existent sous au moins trois conformations
différentes 1) une conformation active de haute affinité pour leur ligand dite
ouverte; 2) une conformation transitoire de basse affinité dite intermédiaire; et
3) une conformation de repos de très basse affinité dite fermée 155,175 Les
conformations intermédiaires et ouvertes sont capables de supporter
l’adhésion des neutrophiles, la conformation ouverte étant cependant
beaucoup plus efficace. Une étude récente a démontré que la liaison de la P
sélectine au PSGL-1 des neutrophiles permet d’induire la conformation
intermédiaire des f32 intégrines ce qui facilite et favorise l’activation finale, soit
l’adoption de la conformation ouverte induite par d’autres médiateurs
inflammatoires comme le PAF et l’IL-8 176 Ce modèle de coopération entre le
complexe P-sélectine/PSGL-1 et le PAF pourrait expliquer l’effet marqué de
l’adhésion induite par la combinaison des angiopoïétines sur les cellules
endothéliales. De cette façon, nous pouvons proposer que, en induisant la
translocation de la P-sélectine endothéliale et la synthèse de PAF, la
combinaison des angiopoïétines induit un état pro-adhésif chez les
neutrophiles qui permet le recrutement fonctionnel des f32 intégrines et donc





En conclusion, nous avons démontré que les angiopoïétines, seule ou en
combinaison, permettent l’induction de processus proinflammatoires dont la
translocation de la P-sélectine et l’adhésion des neutrophiles. Ces effets sont
supportés par la présence du récepteur Tie2 à la surface des neutrophiles.
Cette étude place les angiopoïétines dans un contexte fonctionnel différent
de celui qui leur est normalement conféré. Nous proposons un rôle actif des
angiopoïétines dans l’association de dépendance mutuelle entre
l’angiogenèse et l’inflammation. Dans cette lancée, il serait intéressant de
vérifier si l’adhésion des neutrophiles induite par la combinaison des
angiopoïétines est maintenue à long terme. Il est aussi possible qu’à faible
concentration, les angiopoiétines, seule ou en combinaison, puissent induire
l’expression d’autres molécules d’adhésion comme la E-sélectine et la ICAM
1
- Au niveau des neutrophiles, il serait tout aussi captivant de vérifier si les
angiopoïétines peuvent induire la synthèse d’autres cytokines
proinflammatoires ou encore la relâche de métalloprotéases pouvant
contribuer à la réponse angiogénique. Des études de cytométrie en flux
pourraient aussi permettre d’en apprendre davantage sur l’activation des 2
intégrines par les angiopoïétines.
De ces différentes possibilités découle la nécessité de mieux comprendre les
mécanismes intracellulaires impliqués dans l’activation des cellules
endothéliales et des neutrophiles par les angiopoïétines. Tel que mentionné
dans la discussion, l’activation des neutrophiles par la combinaison des
angiopoïétines amène aussi plusieurs possibilités d’un point de vue
pharmacologique et moléculaire qui seraient intéressantes à vérifier. De
toute évidence une meilleure compréhension du rôle des angiopoïétines dans
l’induction des processus inflammatoires est essentielle. L’étroite association
des angiopoïétines avec certaines conditions inflammatoires est certainement
une motivation valable à ce nouvel angle de recherche qui pourrait contribuer
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